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1. Einleitung 
Die Aufklärung der Mechanismen der kontrollierten Genexpression sowie der Prozesse, in 
denen Genaktivierung eine entscheidende Rolle spielen, zählen zu den wichtigsten Aufgaben 
der Molekularbiologie und der Zellforschung. Die Kenntnisse über die einzelnen Faktoren 
und deren Zusammenspiel sind die Voraussetzung für unser Verständnis von zellulären 
Abläufen wie u. a. der Zellproliferation, der Zelldifferenzierung und der Regulation von 
Entwicklungs- und Differenzierungsvorgängen bis hin zur Dysregulation, dem gemeinsamen 
Merkmal aller zellulären Entartungen.  
Parallel zur Erforschung von Interaktionen der Transkriptionsfaktoren untereinander 
und zu spezifischen DNA-Sequenzen, findet die Frage, wie diese Faktoren mit der im 
Chromatin organisierten DNA interagieren, immer größeres Interesse. Die Entdeckung 
zahlreicher Faktoren, die sowohl in die Transkriptionsregulation involviert als auch für die 
Reorganisation der Chromatinstruktur verantwortlich sind, hat entscheidend zur Bedeutung 
des Chromatins in der Genregulation beigetragen. Da verschiedene in vitro und in vivo 
Studien belegen, dass Chromatin eine Barriere für die Wechselwirkung regulatorischer 
Proteine mit der DNA darstellt, sind daher bei der Regulation der Genaktivierung die 
Interaktionen von genspezifischen Transkriptionsfaktoren mit Chromatin-remodellierenden 
Faktoren von besonderer Bedeutung. 
 
1.1 Adenovirus-Wirtszell-Modellsystem 
Viren besitzen weder eigene energiebildende Stoffwechselsysteme noch makromolekulare 
Synthesemaschinerien. Um sich replizieren zu können, sind sie auf die Syntheseleistungen der 
infizierten Zellen angewiesen, die sie durch virale Genprodukte (Onkoproteine) zu Gunsten 
der eigenen Produktion modifizieren. Zu den Onkoproteinen der DNA-Tumorviren gehören  
z. B. die Tumor (T)-Antigene der Polyomaviren und die E1A-Proteine der Adenoviren. Da 
DNA-Tumorviren zumeist differenzierte, teilungsinaktive Zellen infizieren, ist folglich die 
Hauptfunktion viraler Onkoproteine zelluläre Prozesse und das proliferative Verhalten der 
Wirtszellen so zu verändern, dass eine optimale Virusreplikation möglich ist. Hierbei greifen 
die viralen Onkoproteine, durch die Wechselwirkung mit zellulären Faktoren, in die 
Kontrollmechanismen der Genexpression regulierend ein. Die Fähigkeit der Modulation der 
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Wirtsgenexpression macht die viralen Onkoproteine gleichzeitig zu wertvollen Werkzeugen 
der Analyse zellulärer Prozesse.  
Tatsächlich sind in den letzten Jahren zahlreiche molekulare Vorgänge in 
Eukaryontenzellen, wie z. B. das Spleißen von RNA (Berk und Sharp, 1978) und die 
Verpackung von DNA mit Histonen in Nukleosomen (Gariglio et al., 1979), mit Hilfe von 
Adenovirus-Wirtszellsystemen aufgeklärt worden. Durch Interaktionsstudien der E1A-
Proteine mit zellulären Faktoren konnten zudem grundlegende Erkenntnisse der Regulation 
der eukaryontischen Genexpression (Brockmann und Esche, 1995; Berk et al., 1998) sowie 
wichtige Einblicke in den Ablauf einer Reihe zellulärer Prozesse, wie z. B. der Proliferation, 
Differenzierung, Transformation und Apoptose, gewonnen werden (Gallimore und Turnell, 
2001).  
 
1.2 Adenoviren 
Humanpathogene Adenoviren (Ad) zählen zur Familie der Adenoviridae, die sich in die 
Gattungen Aviadenovirus (Vogel-Adenoviren) und Mastadenovirus (Säuger-Adenoviren) 
gliedert (Norrby et al., 1976). Obwohl sie beim Menschen scheinbar keine Tumore 
verursachen, gehören sie zur Gruppe der DNA-Tumorviren, da sie Nagetierzellen vollständig 
transformieren können. Bis heute wurden ca. 50 unterschiedliche humanpathogene Serotypen 
klassifiziert (Bailey und Mautner, 1994). Hinsichtlich ihres onkogenen Potentials in 
Nagetieren werden sie in onkogene (z. B. Ad12) und nicht-onkogene (z. B. Ad5) Serotypen 
eingeteilt (Wadell, 1984). 
Das ikosaedrische Virion der Adenoviren ist nicht membranumschlossen und beinhaltet 
das Virus-Genom in Form eines linearen, doppelsträngigen DNA-Moleküls, welches mit 
basischen virus-kodierten Proteinen (viralen Core-Proteinen) assoziiert ist (Flint und Broker, 
1981). Das Capsid des Virions setzt sich aus 240 Hexoncapsomeren und 12 
Pentoncapsomeren zusammen (Philipson, 1983). Die Pentoncapsomere tragen auf ihrer 
Oberfläche verankerte Fiber-Proteine, die der Anheftung des Virus an spezifische Rezeptoren 
der Zielzelle dienen (Londberg-Holm und Philipson, 1969). Es wurde gezeigt, dass 
Adenoviren u. a. das CAR-Protein (Coxsackievirus-Adenovirus-Rezeptor), eine Komponente 
der sog. „tight junctions“ (Cohen et al., 2001), zur Adsorption an die Zelloberfläche nutzen 
(Roelvink et al. 1998). Der Eintritt des Virions in die Zelle erfolgt durch Rezeptor-vermittelte 
Endozytose über sog. „Clathrin coated pits“ (Cullan, 2001). Durch die anschließende 
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Freisetzung aus den Endosomen, unter Verlust der Pentoncapsomere und Fiber-Proteine, 
gelangt das Virus in das Cytoplasma der Wirtszelle (Greber et al., 1993). Hier wird das Virus 
vermutlich, durch die Bindung der Hexoncapsomere entlang der Mikrotubuli, zu den 
Kernporen transportiert (Pastan et al., 1987). 
Der vollständige Zerfall der Virushülle und die Freisetzung der Virus-DNA ist ein 
entscheidender, irreversibler Schritt, der nur an der Kernmembran stattfindet (Greber et al., 
1997). An diesem Prozess sind sowohl die Proteine des Kernporenkomplexes (CAN/Nup24) 
als auch die Histone H1 und H1-Importfaktoren beteiligt (Trotman et al., 2001). H1 kann 
durch die Kernporen aus dem Kern austreten und an das Virus binden. Durch das 
Histonprotein-Importsystem der Zelle wird die Virushülle vollständig geöffnet und der 
Eintritt der mit viralen Core-Proteinen komplexierten Virus-DNA in den Zellkern ermöglicht. 
Hierbei kommt es, unter der Entfernung von viralen Core-Proteinen, zur Verpackung der 
Virus-DNA mit Histonproteinen der Wirtszelle und zur Bildung einer Chromatin ähnlichen 
Struktur (Dery et al., 1985; Shenk, 1996). 
In Abhängigkeit von der Wirtszelle bestehen zwei mögliche Formen des 
Infektionsablaufes: die produktive Infektion z. B. von humanen Zellen und die abortive 
Infektion z. B. von Nagerzellen. 
 
1.2.1 Die produktive Infektion  
Bei der produktiven oder auch lytischen Infektion humaner Zellen kommt es zur Replikation 
der viralen DNA und der Produktion von Virusnachkommen. Nach Eintritt des Virusgenoms 
in den Zellkern erfolgt die Expression der viralen Gene. Gemäß dem Zeitpunkt der 
Expression viraler Gene wird zwischen einer frühen und einer späten Phase unterschieden 
(Broker et al., 1984; Abb. 1). 
In der frühen Phase kommt es zur Bindung des Virusgenoms an die nukleäre Matrix. 
Dieser Vorgang ist für die Transkription früher Gene von besonderer Bedeutung (Schaak und 
Shenk, 1989). Die Expression viraler Gene beginnt mit der Transkription der frühen E1-
Region (unterteilt in die Transkriptionseinheiten E1A und E1B), gefolgt von der 
Transkription der anderen frühen Regionen (E2-E4). Die Transkription der frühen Regionen, 
jede jeweils unter der Kontrolle ihres eigenen Promotors, erfolgt durch die zelluläre RNA-
Polymerase-II an dem jeweils codogenen DNA-Strang. Die Genprodukte dieser Regionen 
sind essentiell für die virale Genexpression und die virale DNA-Replikation, sowie für die 
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Regulation spezifischer zellulärer Gene, deren Produkte für eine effektive Virusvermehrung 
benötigt werden.  
 
 
Abb. 1 Schematische Darstellung der Organisation des Genoms humanpathogener Adenoviren (nach 
Watson et al., 1987). Das lineare doppelsträngige DNA-Molekül der Adenoviren wird in „map units“ (1-100) 
unterteilt. Die Transkriptionseinheiten gliedern sich in frühe (E = early; E1-E4; gelb) und späte (L = late; L1-L5; 
blau) Regionen. Die Regionen E1-E4 werden jeweils durch einen eigenen Promotor reguliert. Die späten 
Regionen L1-L5 stehen dagegen unter der Kontrolle eines einzigen, des „major late“ Promotors. Wichtige 
Funktionen der entsprechenden Genprodukte sind der jeweiligen Region zugeordnet. 
 
Die Proteine der E1A-Region regulieren die Expression der viralen sowie die 
Transkription einer Vielzahl zellulärer Gene (Brockmann und Esche, 1995). Die E1B-Region 
kodiert für zwei Proteine, die u. a. für die Akkumulation, die Stabilisierung, den Transport 
und die selektive Expression viraler mRNAs verantwortlich sind (Gabler et al., 1998). Eine 
weitere Funktion der E1B-Proteine ist die Inhibition der E1A-induzierten Apoptose (White, 
1995). Die E2-Region kodiert für Proteine, die für die Virusreplikation essentiell sind (eine 
virale DNA-Polymerase, ein DNA-Einzelstrang bindendes-Protein, und ein Protein, das 
kovalent an das 5’-Ende der beiden DNA-Stränge gebunden ist; Sussenbach und van der 
Vliet, 1983). 
Die Produkte der E3-Region schützen die infizierten Zellen vor der zellulären 
Immunantwort. Sie verhindern z. B. die Translokation der MHC-Klasse-I-Moleküle an die 
Zellmembran (Burgert et al., 1987) und die TNF-vermittelte Zelllyse (Gooding et al., 1988). 
Die E4-Region kodiert für Proteine, die u. a. am Spleißen, dem Transport von viraler mRNA, 
der Regulation der viralen und der zellulären Genexpression sowie dem Zusammenbau der 
Viruspartikel beteiligt sind (Shenk, 1996). 
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Mit Start der Replikation der viralen DNA beginnt die späte Phase der produktiven 
Infektion, in der zusätzlich die späten Gene transkribiert werden (Thomas und Mathews, 
1980). Aus einer nukleären Vorläufer-RNA, die von einem sog. „major late“ Promotor 
transkribiert wird, werden durch alternatives Spleißen über 20 späte mRNAs prozessiert, die 
in fünf Familien (L1-L5) unterteilt sind (Abb. 1). Die späten mRNAs kodieren für virale 
Strukturproteine (z. B. Capsomere, Fiber) oder deren Vorläufer und basische Proteine, die im 
Viruspartikel mit der Virus-DNA assoziiert sind (Flint und Broker, 1981). Der Zusammenbau 
der infektiösen Virionen findet im Zellkern statt (Horwitz et al., 1969). Der produktive Zyklus 
endet mit dem Tod der Zelle und der Freisetzung von bis zu 104 infektiösen Viruspartikeln 
(Tooze,1981).  
 
1.2.2 Die abortive Infektion 
Bei der Infektion nicht-permissiver Zellen (z. B. Nagerzellen) durchlaufen humanpathogene 
Adenoviren einen abortiven Zyklus, bei dem es zu keiner Bildung infektiöser Viruspartikel 
kommt (Doerfler, 1969). Die Virus-DNA gelangt nach der Infektion zwar in den Kern, auch 
werden die frühen Genregionen exprimiert, jedoch findet entweder keine Virus-DNA-
Replikation und/oder Expression der späten Gene statt (Esche und Siegmann, 1982).  
Bei der abortiven Infektion kann es, wie bei der produktiven Infektion, zu einer 
partiellen Integration des Virusgenoms in die zelluläre DNA kommen. Durch die konstitutive 
Expression der integrierten viralen Gene E1A und E1B kann die abortive Infektion in 10-6 bis 
10-5 Fällen zur Transformation der infizierten Zelle führen (van der Eb und Bernards, 1984). 
Werden in vitro transformierte Zellen in immundefiziente Nager inokuliert, wachsen sie zu 
Tumoren aus. Obwohl alle Ad-Serotypen in immundefizienten Nagern Tumore induzieren 
können, sind nur die onkogenen Serotypen (Ad12, Ad18 und Ad31) in der Lage, auch in 
immunkompetenten Tieren Tumore zu erzeugen (Williams et al., 1995). Mutationsanalysen 
mit chimären Adenoviren haben gezeigt, dass das tumorigene Potential allein durch die 
Funktion der E1A-Genprodukte der onkogenen Adenoviren bestimmt wird (Bernards et al., 
1983).  
 
 
 
                                                                                                                                  1. 
Einleitung.doc 
 6
1.3 Struktur und Proteine der E1A-Region des onkogenen Serotyps 
Ad12 
Die E1A-Region ist am linken Ende des Ad-Genoms lokalisiert („map units“ 1,3-4,5; Abb. 1). 
Durch alternatives Spleißen entstehen aus der hnRNA der E1A-Region des onkogenen Ad12 
sechs unterschiedliche mRNAs, die gemäß ihren Sedimentationskoeffizienten mit 13S, 12S, 
11S, 10S, 9,5S und 9S bezeichnet werden (Abb. 2). Alle mRNAs weisen identische 5’- und 
3’-Termini auf, unterscheiden sich jedoch in ihrer Größe, da während der Prozessierung der 
Vorläufer-RNA unterschiedlich große Introns eliminiert werden. Diese mRNAs kodieren für 
fünf verschiedene Proteine: E1A13S, E1A12S, E1A10S/11S, E1A9,5S und E1A9S (Abb. 2; 
Brockmann et al., 1990). 
 
 
Abb. 2 Schematische Darstellung der mRNAs und davon abgeleiteter Proteine der E1A-Regionen des 
onkogenen Serotyps Ad12. Die Zahlen unter den Linien geben die Position der Nukleotide im adenoviralen 
Genom an. Sie bezeichnen die Lage des gemeinsamen Startkodons, der Spleißstellen und des Stopkodons. Die 
Rechtecke bezeichnen die von den unterschiedlichen mRNAs translatierten Proteine. Die grauen Rechtecke 
stellen die konservierten Regionen 1 bis 3 (CR1-CR3) dar. Die farbigen Rechtecke weisen auf unterschiedliche 
Leserahmen hin. (R) Aminosäurerest; (S) Svedberg-Einheit (nach Brockmann et al.,  2001). 
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Die beiden hauptsächlichen Genprodukte, E1A13S und E1A12S, werden im gleichen 
Leseraster translatiert. Sie unterscheiden sich jedoch durch das Fehlen einer aus 31 
Aminosäuren (nt 976 bis nt 1069) bestehenden internen Region innerhalb des E1A12S-Proteins 
(Abb. 2; Brockmann und Esche, 1995). Dieser Abschnitt umfasst die konservierte Region 3 
und repräsentiert eine der drei E1A-Regionen (CR1, CR2, CR3), die zwischen den 
verschiedenen Adenovirus-Serotypen hoch konserviert sind (Kimelmann et al., 1985). Neben 
dem nicht-konservierten Aminoterminus, beinhalten diese konservierten Regionen der E1A-
Proteine die meisten transkriptionsregulierenden Funktionen, die für eine effiziente 
Virusreplikation und die zelluläre Transformation notwendig sind (Brockmann und Esche, 
1995).  
Im Fall der 11S-, 10S-, 9,5S- und 9S-mRNAs führen Spleißvorgänge zu einer Änderung 
des Leserahmens nach Aminosäure 29. Die translatierten Proteine enthalten demnach keine 
der konservierten Regionen und weisen, mit Ausnahme des N-terminalen Bereiches, keinerlei 
Sequenzhomologien zu den Proteinen E1A13S und E1A12S auf (Brockmann und Esche, 1995). 
Die funktionellen Aktivitäten dieser Proteine im lytischen Entwicklungszyklus sind bis heute 
noch weitgehend unbekannt. 
 
1.4 Kontrolle der Genexpression durch E1A-Proteine  
Als Transkriptionsfaktoren sind die E1A-Proteine für die Aktivierung der Expression aller 
anderen adenoviralen Gene von essentieller Bedeutung (Berk, 1986). Neben der Aktivierung 
der viralen Gene kann die Expression zellulärer Gene durch E1A-Proteine sowohl positiv  
(z. B. hsp70, PCNA, oder c-jun) als auch negativ (z. B. Insulin, Fibronektin, oder Kollagen) 
moduliert werden (Brockmann und Esche, 1995). Die E1A-Proteine besitzen keine 
sequenzspezifische DNA-Bindeaktivität (Ferguson et al., 1985). Die genregulatorischen 
Funktionen werden über Protein-Protein-Interaktionen mit spezifischen zellulären Faktoren 
vermittelt. Ein Teil der bis heute bekannten Faktoren sind in Abb. 3 dargestellt. Diese 
Faktoren können grob in vier Klassen unterteilt werden. 
 
(1) Generelle Transkriptionsfaktoren 
Durch eine direkte Interaktion mit generellen Transkriptionsfaktoren können die E1A-
Proteine die virale Genexpression in der infizierten Zelle effizient regulieren. Hier 
wurden beispielsweise Interaktionen des E1A13S-Proteins, über die Zinkfinger-
Transaktivierungsdomäne CR3, mit den Komponenten des TFIID-Komplexes, wie z. B. 
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TBP und TAFs, gezeigt (Brockmann und Esche, 1995). Zudem wurde gezeigt, dass das 
E1A12S-Protein über den N-Terminus (As 1-29) mit der RAP30-Untereinheit des 
generellen Transkriptionsfaktors TFIIF interagiert (Lipinski et al., 1998). Solche 
Interaktionen tragen u. a. zur Stabilisierung von PIC (pre-initiation complex) an 
Zielpromotoren bei (Brockmann et al., 2001). 
 
 
Abb. 3 Interaktion zellulärer Faktoren mit dem E1A-Protein. Das schematische Diagramm zeigt das 
E1A13S-Protein. Die grauen Rechtecke stellen die konservierten Regionen 1 bis 3 (CR1-CR3) dar. Die bis 
heute bekannten Interaktionsbereiche für zelluläre Faktoren in E1A-Protein sind mit schwarzen Linien 
gekennzeichnet. Im Text erwähnte Faktoren: TBP (TATA-Box binding protein) und TAFs (TBP 
associated factors) sind Komponenten des basalen Transkriptionsfaktorkomplexes, ATFs, c-Jun, und 
CREB-1 sind sequenzspezifische DNA-Bindeproteine; p105RB, p107, und p130 gehören zur Familie der 
Pocketproteine; CtBP (carboxy-terminal binding protein) ist ein Korepressor; Dr1/Drap1 ist ein Repressor 
des TBP Proteins; p300/CBP, p400, und PCAF gehören zu den zellulären Koaktivatoren (nach 
Brockmann et al., 2001). 
 
(2) Sequenzspezifisch-bindende Transkriptionsfaktoren 
Durch die Interaktion von E1A-Proteinen mit sequenzspezifisch an DNA-bindende 
Transkriptionsfaktoren, werden die E1A-Proteine an die entsprechenden 
Zielpromotoren rekrutiert (Liu und Green, 1990). Diese Interaktion führt meist zur 
Aktivierung der Expression des Zielgens (Abb. 4A). Durch die Bindung der CR3-
Domäne des E1A13S-Proteins an die zellulären Transkriptionsfaktoren c-Jun und ATF-2 
kommt es z. B. zu der Aktivierung des c-jun-Promotors (Duyndam et al., 1996). Auch 
die Interaktion des N-terminalen Bereiches des E1A12S-Proteins mit den 
Trankriptionsfaktoren CREB-1 und ATF-1 ist im Prozess der Aktivierung z. B. des 
adenoviralen E2-Promotors von entscheidender Bedeutung (Fax et al., 2000).  
CR3CR1 CR2
pRb, p107, p130
p300/CBP,
p400, PCAF
TBP, RAP30
SUR-2
ATFs,  c-Jun,
SP1, USF
TBP, TAFs
YY1
        Oct-4, BS69/BRAM 1
CtBP
Dr1/DRAP1
CREB-1,
ATF-1, Oct-4
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(3) Repressorproteine 
Repressorproteine wie z. B. Dr1/DRAP1, p130, p107, und p105RB inhibieren die 
Aktivität von generellen bzw. sequenzspezifischen Transkriptionsfaktoren. Der 
Dr1/DRAP1-Komplex assoziiert mit dem TATA-Box bindenden Protein TBP und 
verhindert dessen Interaktion mit den generellen Transkriptionsfaktoren TFIIA und 
TFIIB (Mermelstein et al., 1996). Die Dissoziation des Dr1/DRAP1-Komplexes, durch 
Interaktion mit den E1A-Proteinen, bewirkt die Freisetzung von TBP, welches dann die 
Transkription initiieren kann.  
 
 
Abb. 4 Mechanismen der Transkriptionsregulation durch die E1A-Proteine. A. Regulation durch 
Rekrutierung der E1A-Proteine (E1A) im Aktivierungsprozess von Zielgenen durch DNA-
sequenzspezifisch-bindende Transkriptionsfaktoren (TF) und anschließende Interaktion mit der basalen 
Transkriptionsmaschinerie (GTF). B. Dissoziation inhibitorisch wirkender Faktoren (Inh) aus 
Transkriptionsfaktorkomplexen und damit verbundene Aktivierung des Transkriptionsfaktors und der 
Expression des Zielgens. C. Dissoziation von Kofaktoren (CoF) aus transkriptionsaktiven 
Koaktivator/Transkriptionsfaktorkomplexen durch E1A-Proteine und damit Repression des Zielgens. D. 
Rekrutierung von Kofaktoren im Prozess der Transkriptionsaktivierung eines Zielgens durch E1A-
Proteine. 
 
Die sog. „Pocket-Proteine“ p130, p107, und p105RB assoziieren in der Zelle mit den 
Mitgliedern der E2F-Transkriptionsfaktor-Familie (E2F-1-5). Diese E2F/Pocket-
Protein-Komplexe sind transkriptionell inaktiv, oder als promotor-gebundene Komplexe 
sogar transkriptionell reprimierend (Weintraub et al., 1992). Durch die CR1/CR2-
abhängige Interaktion der E1A-Proteine mit den Pocket-Proteinen werden 
transkriptionsaktive E2F-Proteine, aus dem inhibitorischen Komplex mit p105RB, 
B
C
Inh
A
D
TATA
TF
E1A
E1A
E1A
E1A
TATA
TF
TATA
TF
Inh
GTF
E1A
E1AE1A
CoF
GTF
TATA
TF
CoFCoF
CoF
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freigesetzt (Ikeda und Nevins, 1993). Hierbei kommt es zur Aktivierung zahlreicher, für 
das Durchlaufen der S-Phase notwendiger Zielgene (Abb. 4B; Zhang und Dean, 2001).  
 
(4) Zelluläre Koaktivatoren 
Die zellulären Koaktivatoren, wie z. B. CBP/p300 und PCAF, stellen wichtige 
Bindeglieder zwischen sequenzspezifisch-bindenden Transkriptionsfaktoren und 
Faktoren des basalen Transkriptionsapparates dar (Janknecht und Hunter, 1996). Durch 
die Interaktion von E1A-Proteinen mit den Koaktivatoren kann die Transkription von 
Zielgenen sowohl positiv als auch negativ moduliert werden. Im Falle der 
transkriptionellen Repression führt die Interaktion des N-Terminus und der CR1-
Domäne der E1A-Proteine mit CBP/p300 zu einer Dissoziation dieser Kofaktoren von 
promotor-assoziierten Transkriptionsfaktorkomplexen und damit zur Repression des 
Zielgens (Abb. 4C). Hierdurch wird beispielsweise die Transkription p53-abhängiger 
Zielgene unterdrückt (Lill et al., 1997; Gu et al., 1997). Ein anderer Mechanismus der 
transkriptionellen Repression durch E1A-Proteine besteht in einer Konkurrenz mit dem 
CBP/p300-assoziierten Faktor PCAF um die Bindung an CBP/p300, welches die 
Transkription von PCAF-abhängigen Genen inhibiert (Puri et al., 1998). Auch eine 
direkte Interaktion von E1A-Proteinen mit PCAF führt zur Inhibierung der Expression 
des betreffenden Zielgens (Reid et al., 1998). Im Falle der transkriptionellen 
Aktivierung wird durch die E1A-Proteine die Rekrutierung der Kofaktoren, wie z. B. 
von CBP/p300 an den promotor-gebundenen Transkriptionsfaktorkomplexen, 
ermöglicht und dadurch die Transkription des Zielgens aktiviert (Abb. 4C). Dieses 
wurde z. B. bei der Aktivierung von E2F-abhängigen Promotoren gezeigt, wobei diese 
Aktivierung unabhängig von der Freisetzung des E2F-Proteins aus dem inhibitorischen 
E2F/p105RB-Proteinkomplex durch die E1A-Proteine erfolgt (Trouche und Kouzarides, 
1996). Durch die Interaktion mit CBP/p300 sind die E1A-Proteine zudem in der Lage 
die Transkription von PKA/CREB-abhängigen Promotoren, wie etwa den humanen 
PCNA-Promotor (proliferating cell nuclear antige; Lee and Mathews, 1997) oder den 
E2-Promotor des Adenovirus-Serotyp 12, zu aktivieren (s. Kapitel 1.8; Fax et al., 2000).  
 
Die Kofaktoren sind an der Kontrolle der Expression zahlreicher induzierbarer Gene 
beteiligt. Ihre Bedeutung bei der Regulation der Genexpression wurde durch Experimente 
veranschaulicht, in denen eine Veränderung der basalen Transkription erst unter der 
Mitwirkung dieser Kofaktoren zu erzielen war. Die Kenntnisse über ihre Funktion, als 
wichtige Bindeglieder zwischen sequenzspezifisch-bindenden Transkriptionsfaktoren und 
                                                                                                                                  1. 
Einleitung.doc 
 11
Komponenten des basalen Transkriptionsapparates zu fungieren (Yuan et al., 1996), wurde 
durch die Entdeckung einer Reihe enzymatischer Aktivitäten, die unter anderem Änderungen 
in der Chromatinstruktur bewirken, erweitert (Strahl und Allis, 2000). Diese Entdeckungen 
haben nicht nur die entscheidende Rolle der Kofaktoren als Chromatin-remodellierende 
Proteine, sondern auch die zentrale Stellung des Chromatins bei der Genregulation 
verdeutlicht. Da sowohl zelluläre als auch virale DNA im Zellkern als Chromatin organisiert 
vorliegen, ist die Interaktion der E1A-Proteine mit Chromatin-remodellierenden Faktoren für 
die Aktivierung der Expression der adenoviralen Gene und die Modulation der zellulären 
Regulationsabläufe von besonderer Bedeutung.  
 
1.5 Chromatinstruktur und Regulation der Genexpression  
Im Zellkern eukaryontischer Zellen liegt die mit Histonproteinen assoziierte DNA in 
kompakter Form, die als Chromatin bezeichnet wird, vor. Die Grundverpackungseinheit des 
Chromatins ist das Nukleosom, ein Komplex aus DNA (ca.150 bp) gewunden um einen Kern 
aus Histonproteinen. Der nukleosomale Kern ist ein stabiles Octamer, bestehend aus zwei 
H2A und H2B Dimeren und einem H3/H4 Heterotetramer (Kornberg und Lorch, 1999). Die 
Nukleosomen sind in regelmäßigen Abständen auf der DNA angeordnet (Abb. 5). Die 
internukleosomalen DNA Bereiche sind mit H1-Histonen (Linker-Histon) assoziiert (Wolffe, 
1995). Durch die Assoziation mit Linker-Histonen und einer Reihe von nicht-
Histonproteinen, wie z. B. HMG-Proteine (high-mobility group), wird die nukleosomale 
Anordnung in einer weiteren kompakteren 30 nm Chromatinfibrille organisiert (Grunstein, 
1998). Eine weitere, komplexere Organisationsform der DNA wird durch die Anordnung der 
Chromatinfibrille in schleifenförmigen Strukturen, welche über ein Proteingerüst (scaffold) 
mit der Kernmatrix verbunden sind, erreicht. Im Gegensatz zu den Nukleosomen ist der 
molekulare Aufbau und die Struktur der Chromatinfibrille und ihrer höheren 
Verpackungsordnungen bis heute nicht geklärt.  
Studien über die Zugänglichkeit von Genen für die Transkriptionsmaschinerie haben 
gezeigt, dass Chromatin als hoch-organisierte, kompakte Form der DNA die Transkription 
inhibiert. Diese Repression wird sowohl durch die nukleosomale Anordnung, als auch durch 
die höhere Verpackungsordnung in der Chromatinfibrille vermittelt (Peterson, 2000). Durch 
die Interaktionen von Histonproteinen mit der DNA in den Nukleosomen werden 
regulatorisch wichtige DNA-Regionen im Promotor besetzt und für die sequenzspezifisch 
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DNA-bindenden Proteine unzugänglich gemacht. Auch die Nukleosom/Nukleosom 
Interaktionen in den Chromatinfibrillen wirken sich auf den Zugang von anderen im 
Transkriptionsprozess involvierten Proteinen limitierend aus. Die Überwindung dieser 
Barrieren wird durch die spezifische Rekrutierung von Chromatin-remodelierenden Faktoren, 
deren Aktivität eine Voraussetzung für die Interaktion regulatorischer Proteine bzw. Proteine 
der basalen Transkriptionsmaschinerie mit ihren Zielsequenzen auf der DNA ist, ermöglicht 
(Kingston und Narlikar, 1999).  
 
 
Abb. 5 Schematische Darstellung der Organisation des Chromatins (nach Strahl und Allis, 2000). Die 
DNA-Doppelhelix (schwarze Linie) ist um ein Histonoctamer (je zwei Moleküle H2A, H2B, H3 und H4, blau 
dargestellt) gewunden. Die N-terminalen Enden von Histonproteinen (rot dargestellt) sind Orte der post-
translationalen Modifikationen. Die H1-Histone (nicht dargestellt) sind mit internukleosomalen DNA Bereichen 
assoziiert und für die Organisation der nukleosomalen Anordnung in 30 nm Chromatinfibrille mitverantwortlich. 
 
Die bis heute bekannten Chromatin-remodellierenden Faktoren können in zwei Klassen 
unterteilt werden (Berger, 2002; Narlikar et al., 2002). Zu der ersten Klasse zählen die 
Faktoren, welche unter dem Verbrauch von Energie, die Änderungen der Chromatinstruktur 
bewirken. In der zweiten Klasse werden die Faktoren zusammengefasst, die durch kovalente 
Modifikationen an den N-terminalen Enden der Histon-Proteine, wie z. B. Acetylierung, 
Phosphorilierung oder Methylierung, Änderung in der Chromatinstruktur bewirken. Von den 
genannten kovalenten Modifikationen stellt die Histonacetylierung den am besten erforschten 
und am häufigsten mit der Genaktivierung in Verbindung gebrachten Mechanismus dar.  
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1.6 Histonacetylierung 
Die Histonproteine sind in Eukaryonten hoch konserviert. Es handelt sich hierbei um kleine 
basische Proteine (11 bis 21 kDa), wobei die Aminosäuren Arginin und Lysin ca. 25% der 
Proteinmasse ausmachen. Die globulären C-terminalen Enden der Proteine enthalten das 
Histon-Motiv, welches in den nukleosomen Partikeln für die Wechselwirkung der Histone 
untereinander bzw. mit der DNA verantwortlich ist (Abb. 5). Die Lysine und Arginine sind in 
den, aus den nukleosomen Partikeln herausragenden, N-terminalen Enden der Histone 
(„histon tails“) lokalisiert (Arents et al., 1991). Die N-terminalen Enden der Histone sind, 
durch die Interaktion mit der von der Histon-Oberfläche abgewandten Seite der DNA, sowohl 
an dem Aufbau der Nukleosome als auch, durch die internukleosomalen Kontakte mit anderen 
Histonen sowie nicht-Histonproteinen, an der Organisation des Chromatins in 30 nm Fibrillen 
beteiligt (Allan et al., 1982).  
Die N-terminalen Bereiche sind Orte der post-translationalen Modifikationen. Eine 
Korrelation zwischen den Histon-Modifikationen und Genaktivierungen wurde zuerst nach 
der Entdeckung von acetylierten Histonen, der ersten in vivo beobachteten Histon-
Modifikation, vermutet (Allfrey et al., 1964). Diese Vermutung wurde durch die Beobachtung 
von hyperacetylierten Histonen im transkriptionell aktiven Euchromatin und der 
Hypoacetylierung der Histone im transkriptionell inaktiven Heterochromatin bestätigt (Pazin 
und Kadonaga, 1997). 
Die Proteine mit Histonacetyltransferase (HAT)-Aktivität werden aufgrund ihrer 
zellulären Lokalisation in zwei Gruppen unterteilt. Zum einen in die im Cytoplasma 
lokalisierten B-HATs, die für den Kerntransport von Histonproteinen verantwortlich sind, 
zum anderen in die im Transkriptionsprozess involvierten nukleären A-HATs (Brownell und 
Allis, 1996). Die erste charakterisierte katalytische Untereinheit der A-HATs ist p55 aus 
Tetrahymena thermophila (Brownell und Allis, 1995). Dieses Enzym ist das Homolog zum S. 
cerevisiae GCN5-Protein (Brownell et al., 1996), welches als Koaktivator für die Expression 
einer Vielzahl von Hefe-Genen verantwortlich ist (Berger et al., 1992).  
In Säugerzellen sind u. a. CBP/p300, PCAF, hGCN5 und SRC1 als nukleäre Proteine 
mit intrinsischer HAT-Aktivität identifiziert (Cheung et al., 2000). Die HAT-Aktivität dieser 
Koaktivatoren ist für die Funktion zahlreicher sequenzspezifisch-bindender 
Transkriptionsfaktoren, wie z. B. CREB und den nukleären Hormon-Rezeptoren, von 
entscheidender Bedeutung. In humanen Zellen kommen PCAF und hGCN5 in verschiedenen 
ySAGA-ähnlichen Komplexen vor. Im Gegensatz zu CBP/p300, die zur Acetylierung von 
allen vier nukleosomalen Histonproteinen in der Lage sind (McKenna et al., 1999), können 
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PCAF und hGCN5 nur die Histone H3 und H4 acetylieren (Ogryzko et al., 1998). Einige 
dieser Koaktivatoren, wie z. B. PCAF und SRC1, können in der Zelle mit CBP/p300 
assoziiert vorliegen (Torchia et al., 1998). Häufig ist nur die HAT-Aktivität einer dieser 
Koaktivatoren für die Funktion spezifischer Aktivatoren erforderlich. Es wurde beispielsweise 
gezeigt, dass für die Aktivität CREB-abhängiger Gene die HAT-Aktivität von CBP/p300 
benötigt wird, für die Funktion der Aktivatoren MyoD und RAR (retinoic acid receptor) ist 
aber die HAT-Aktivität der PCAF von Bedeutung (Korzus et al., 1998). Neben der 
Histonacetylierung sind diese Koaktivatoren auch zur Acetylierung einer Vielzahl von nicht-
Histonproteinen, wie u. a. architektonisch DNA-bindenden Faktoren (z. B. HMGs), basalen 
Transkriptionsfaktoren (z. B. TFIIE) und sequenzspezifisch-bindenden Transkriptionsfaktoren 
(z. B. p53, EKLF, MyoD und E2F) in der Lage (Bannister und Miska, 2000).  
Der Zusammenhang zwischen der Histonacetylierung und der Genaktivierung wird 
durch mehrere Mechanismen erklärt. Die Histonacetylierung erfolgt durch die Übertragung 
einer Acetyl-Gruppe vom Acetyl-Coenzym A zu den bestimmten ε-N-Lysinresten in den 
aminoterminalen Enden der Histonproteine. Dieser Vorgang neutralisiert zum einen die 
positiv geladenen Aminosäuren in den N-terminalen Enden der Histone, welche zu einer 
Herabsetzung ihrer Affinität zu DNA führt. Die daraus resultierende lokale Destabilisierung 
der DNA/Histon-Interaktion in den nukleosomalen Partikeln kann die Bindung von 
sequenzspezifisch-bindenden Transkriptionsfaktoren an die nukleosomale DNA erleichtern 
(Grunstein, 1997). Zum anderen können die acetylierten Histone als spezifische Bindestellen 
für die Rekrutierung anderer regulatorischer Proteine dienen (Davie und Spencer, 1999). Die 
Acetylierungen der N-terminalen Enden der Histonproteine können auch zur Destabilisierung 
von Nukleosom/Nukleosom-Interaktionen in den Chromatinfibrillen beitragen. Diese 
Destabilisierungen führen zur Öffnung der Chromatinstruktur, welche den Zugang von 
generellen Trankriptionsfaktoren an die Promotor-Region erleichtern (Sterner und Berger, 
2000). Die daraus resultierenden reversiblen und lokalen Änderungen in der 
Chromatinstruktur können dann durch die spezifische Rekrutierung von Histon-Deacetylasen 
(HDACs), die an der Repression der Transkription beteiligt sind, wieder rückgängig gemacht 
werden (Urnov und Wolffe, 2001). 
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1.7 Energie-abhängige Änderungen der Chromatinstruktur 
In den letzten Jahren wurden eine Vielzahl von Proteinkomplexen, welche die chemische 
Energie der ATP-Hydrolyse zur Änderung der Chromatinstruktur verwerten, identifiziert. Wie 
die Histonproteine und die Komponenten des basalen Transkriptionsapparates sind die ATP-
abhängigen Chromatin-remodellierenden Komplexe in allen eukaryontischen Zellen hoch 
konserviert (Fyodorov und Kadonaga, 2001). Einige diese Komplexe sind bisher in  
S. cerevisiae (ySWI/SNF, yRSC, yISWI1 und yISWI2), D. melanogaster (dACF, dNURF, 
dCHRAC und dBRM), X. leavis (xMi-2 und xACF) und humanen Zellen (hSWI/SNF, 
hNURD und hRSF) identifiziert worden. Sie spielen bei der Initiation und der Regulation 
zellulärer Prozesse, in denen Interaktionen mit der DNA erforderlich sind (z. B. Replikation, 
Rekombination, DNA-Reparatur und Transkription) eine wesentliche Rolle (Becker und 
Hörz, 2002). 
Alle diese Komplexe beinhalten eine Untereinheit, welche für die ATP-abhängigen 
Änderungen in der Chromatinstruktur verantwortlich ist. Diese Untereinheiten werden in der 
SWI2/SNF2 Familie der DNA-stimulierten ATPasen zusammengefasst. SWI2/SNF2 ist die 
erste ATPase-Untereinheit, die im ySWI/SNF-Komplex identifiziert wurde. Aufgrund der 
Homologie ihrer ATPase-Untereinheit, außerhalb der ATPase-Domäne, werden die ATP-
abhängigen Chromatin-remodellierenden Komplexe in drei Gruppen aufgeteilt: SWI/SNF-, 
ISWI- und die Mi-2-Gruppe (Muchardt und Yaniv, 1999). Im Gegensatz zur der ISWI- und 
Mi-2-Gruppe, deren Mitgliedern hauptsächlich in die Repression der Transkription involviert 
sind (Wade et al., 1999), spielen die Mitglieder der SWI/SNF-Gruppe bei der Aktivierung der 
Genexpression eine große Rolle. Ihre Funktion bei der Transkriptionsregulation trägt zur 
Kontrolle von zellulären Vorgängen, wie z. B. Proliferation, Differentierung und 
Entwicklung, bei (Klochendler-Yeivin und Yaniv, 2001).  
Der Prototyp dieser Komplexe ist der S. cerevisiae SWI/SNF-Komplex (ySWI/SNF). 
Durch Mutationen in den swi- und snf-Genen (switching/sucrose non-fermenter) wurde dieser 
Komplex zunächst als positiver Regulator, der für die Transkription zahlreicher 
unterschiedlich induzierbarer Gene verantwortlich ist, identifiziert. Der Zusammenhang 
zwischen der Funktion von ySWI/SNF-Komplexen und der chromosomalen Struktur wurde 
deutlich als gezeigt wurde, dass Mutationen in DNA-assoziierten Proteinen, wie z. B. 
Histonproteinen, die swi¯/snf ¯ Phänotypen aufheben können (Kruger et al., 1995). 
Interessanterweise führten die Mutationen in swi/snf zu einer erhöhten Expression einiger 
anderer Gene, welches auf eine Beteiligung der SWI/SNF-Komplexen sowohl bei der 
Aktivierung als auch bei der Repression der Transkription hinweist (Holstege et al., 1998).  
                                                                                                                                  1. 
Einleitung.doc 
 16
In humanen Zellen sind bisher zwei ySWI2/SNF2-ähnliche Proteine, BRM (Brahma) 
und BRG1 (Brahma-related gene 1), identifiziert worden (Khavari et al., 1993). Diese 
ATPase-Untereinheiten kommen in unterschiedlichen Komplexen vor und sind in der Zelle 
mit einer Reihe anderer Proteine, BAFs (BRG1 oder BRM associated factors), assoziiert. 
Obwohl die verschiedenen hSWI/SNF-Komplexe die meisten dieser Untereinheiten teilen, ist 
die Komposition dieser Untereinheiten nach Komplex, Zelltyp oder Gewebe unterschiedlich. 
Je nach dem Vorkommen einiger Untereinheiten und der ATPase-Untereinheit kann bei den 
hSWI/SNF-Komplexen zwischen der BAF (hSWI/SNF-A; mit BAF250/270 und BRG1 oder 
BRM), der PBAF (hSWI/SNF-B; mit Polybromo/BAF180 und BRG1), hBRG1 (I)- und 
hBRM-Komplex (mit BAF60 und p220) oder hBRG1 (II)-Komplex unterschieden werden 
(Martens und Winston, 2003). Wie auch die ySWI/SNF-Komplexe sind die humanen 
Komplexe große Multimere von ca. 11 Untereinheiten und ~2MDa Masse (Wang et al., 
1996). Der minimal-katalytische Core dieser Komplexe besteht aus einer der ATPase-
Untereinheiten und drei anderen Proteinen: BAF47 (Ini1), BAF53b und BAF155/BAF170, 
welche auch für den Zusammenbau der Komplexe, der Interaktionen mit der DNA sowie für 
die Verbindung mit der Kernmatrix verantwortlich sind (Muchardt und Yaniv, 1999). Obwohl 
Komponenten des minimal-katalytischen Core-Komplexes die hohe Effizienz der Chromatin-
remodellierenden Aktivität des Komplexes bewirken, sind BRG1 und hBRM allein in der 
Lage dieser Funktion auszuüben (Phelan et al., 2000). In vitro Studien zeigen, dass die 
übrigen hSWI/SNF Untereinheiten nicht zu der Chromatin-remodellierenden Aktivität des 
Komplexes beitragen.  
Die hSWI/SNF-Komplexe sind an der Regulation des Zellzyklus durch Interaktion mit 
einer Reihe regulatorischer Proteine u. a. p105RB, p53, cyclin E, BRCA1 und β-Catenin 
beteiligt. Zahlreiche humane Tumorzelllinien weisen Mutationen in einer der Untereinheiten 
dieser Komplexe auf. Weiterhin zeigen Tierversuche, dass Mäuse, die heterozygot für mbrg1 
oder mbaf47 sind, hohe Neigung zur Entwicklung verschiedener Tumorarten besitzen. Diese 
Prädisposition konnte bei den heterozygoten Mäusen für mbrm nicht beobachtet werden 
(DeCristofaro et al., 2001; Reisman et al., 2003). 
Die hBRG1 und hBRM Proteine weisen zu 75% identische Proteinsequenzen auf. Die 
Annahme, dass diese Proteine aufgrund der hohen strukturellen Homologie gleiche 
biologische Funktionen ausüben, konnte durch Untersuchungen an null-allelen (knock-out) 
Mäusen nicht bestätigt werden. Im Gegensatz zu mbrm-/- Mäusen, welche lebensfähig und 
fertil sind, wirkt sich die mbrg1-/--Mutationen in sehr frühen Entwicklungsphasen der Maus-
Embryogenese (noch vor der Implantation) letal aus (Bultman et al., 2000).  
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Studien zur Aufklärung der Rolle von den hSWI/SNF-Komplexen bei der Transkription 
haben gezeigt, dass die ATP-abängige Chromatin-remodellierende Aktivität dieser Komplexe 
entscheidend zur Initiation der Transkription spezifischer Gene beiträgt (Côté et al., 1994). 
Die Aktivität ihrer ATPase-Untereinheiten ist für die Funktion einer Reihe von 
Transkriptionsfaktoren wie z. B. nukleären Rezeptoren (GR, ER und RAR; DiRenzo et al., 
2000), C/EBPβ (Kowenz-Leutz und Leutz, 1999), c-Myc (Cheng et al., 1999), Hsp70  
(de La Serna et al., 2000) und MyoD (de La Serna et al., 2001) erforderlich. Einige dieser 
Studien belegen, dass die ATPase-Untereinheit durch die Interaktion mit DNA-
sequenzspezifisch-bindenden Aktivatoren an den Promotor rekrutiert wird. Es wird vermutet, 
dass bei Genaktivierungen die ATP-abhängigen Änderungen in der Chromatinstruktur eine 
erhöhte DNA-Zugänglichkeit bewirken, welche die Interaktion von Aktivatoren bzw. anderen 
an der Transkription beteiligten Proteinen mit der DNA erleichtert. 
Die Mechanismen der ATP-abhängigen Chromatin-Remodellierung sind bisher nicht 
geklärt. Eine Reihe von in vitro Studien lassen jedoch vermuten, dass die SWI/SNF-
Komplexe die Energie von ATP-Hydrolyse zur Destabilisierung von DNA/Histon 
Interaktionen verwenden. Hierbei wurde sowohl die Verschiebung von Histon-Octameren 
entlang der DNA (cis-movement; Whitehouse et al., 1999), als auch der Transport von 
Histonen von einer Donor- zur Akzeptor-DNA (trans-movement; Lorch et al., 1999) 
beobachtet. Die Komplexe sind außerdem in der Lage Änderungen in der DNA-Struktur (Liu 
et al., 2001), oder der Topologie der DNA (Havas et al., 2000) zu bewirken. Durch solche 
lokalen und transienten Änderungen werden regulatorisch wichtige DNA-Abschnitte für die 
Interaktion mit regulatorischen Proteinen zugänglich gemacht. Da die Funktion der 
ySWI/SNF-Komplexe auch bei der Aktivierung einer Vielzahl von Hefe-Genen in der späten 
Mitose (G2/M) von entscheidender Bedeutung ist, wird vermutet, dass die SWI/SNF-
Komplexe in vivo auch an der Reorganisation von höheren Verpackungsordnungen des 
Chromatins beteiligt sind (Krebs et al., 2000).  
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1.8 Interaktion der E1A-Proteine mit den Chromatin-remodellierenden 
Faktoren  
Die Chromatin-remodellierenden Faktoren stellen wichtige zelluläre Interaktionspartner der 
E1A-Proteine zur Modulation der Genexpression dar. Die Aktivität dieser Faktoren kann 
durch die E1A-Proteine sowohl direkt, als auch indirekt beeinflusst werden. Hierbei wurde 
gezeigt, dass die E1A-Proteine bei der Interaktion von p105RB mit Chromatin-
remodellierenden Faktoren, wie z. B. Histon-Deacetylasen (HDACs) und hSWI/SNF-
Komplexe, interferieren. Die E1A-Proteine sind dadurch in der Lage die Expression von den 
an der Kontrolle des Zellzyklus beteiligten Genen zu modulieren und den p105RB-induzierten 
Zellzyklusarrest aufzuheben (Strober et al., 1996).  
Weiterhin sind die E1A-Proteine in der Lage die Histon-Deacetylasen, durch die 
Konkurrenz um die Bindung an CtBP (carboxy-terminal binding protein), zu inaktivieren und 
damit die Transkription der Zielgene zu aktivieren (Schaeper et al., 1995). Auch die 
Interaktion von E1A-Proteinen mit p400, einem Mitglied der SWI2/SNF2-Familie, ist für die 
E1A-vemittelte Transformation von entscheidender Bedeutung (Fuchs et al., 2001).  
Eine direkte Interaktion mit zellulären Histonacetyltransferasen (HATs), wie z. B. 
CBP/p300 ermöglicht zudem den E1A-Proteinen die Transkription einiger zellulärer bzw. 
viraler Promotoren zu aktivieren. Ein hervorragendes Beispiel hierfür ist der E2-Promotor des 
Adenovirus-Serotyp 12 (Fax et al., 2000). Für die Aktivierung des PKA/CREB-abhängigen 
E2-Promotors ist die HAT-Aktivität von CBP/p300 von entscheidender Bedeutung. 
CBP/p300 wird durch die Interaktion mit dem E1A12S-Protein und den zellulären 
Transkriptionsfaktoren CREB-1/ATF-1, welche mit dem E2-CRE (cAMP-response element) 
assoziiert vorliegen, an den E2-Promotor rekrutiert. Hierbei wird die HAT-Aktivität von 
CBP/p300 durch das E1A12S-Protein aktiviert.  
Immer noch ungeklärt ist jedoch die Frage ob die E1A-Proteine mit den ATP-
abhängigen Chromatin-remodellierenden Faktoren interagieren.  
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1.9 Zielsetzung 
Da die virale DNA nach dem Eintritt in den Zellkern in Chromatin-ähnlichen Strukturen 
verpackt wird, ist die Interaktion der E1A-Proteine mit Chromatin-remodellierenden Faktoren 
für die Aktivierung der Expression der adenoviralen Gene von besonderer Bedeutung.  
Die vorliegende Arbeit befasst sich daher mit der Interaktion von ATP-abhängigen 
Chromatin-remodellierenden hSWI/SNF-Komplexen mit dem E1A12S-Onkoprotein des 
Adenovirus Serotyp 12. Es sollte geklärt werden, ob die ATP-abhängigen Chromatin-
remodellierenden hSWI/SNF-Komplexe an der E1A12S-vermittelten Regulation der 
Genexpression beteiligt sind. Da sich humane SWI/SNF-Komplexe in ihren ATPase-
Untereinheiten unterscheiden, war es von besonderer Bedeutung zu analysieren, ob bei der 
E1A-regulierten Genexpression eine Spezifität bezüglich dieser Komplexe vorliegt.  
Im Falle einer Beteiligung der hSWI/SNF-Komplexe an der E1A-vermittelten 
Genregulation sollte insbesondere analysiert werden, ob die hSWI/SNF-Komplexe mit dem 
adenoviralen Protein direkt interagieren. Nachfolgend sollte untersucht werden an welcher 
Untereinheit das adenovirale Protein bindet. Zudem sollten die für die Bindung 
verantwortlichen Proteindomänen identifiziert werden.  
Weiterhin sollte untersucht werden, wie die transkriptionsregulierende Funktion dieser 
Komplexe durch das E1A12S-Protein an den Promotor rekrutiert wird. Als Modellsystem für 
die Untersuchungen wurde der E2-Promotor des Adenovirus Serotyp 12, der für Replikations-
relevante Proteine kodiert und dessen Aktivierung durch das E1A12S-Protein reguliert wird, 
verwendet (s. Kap. 4.1).  
Der E2-Promotor wird über ein Konsensus-CRE-Promotorelement reguliert und kann 
durch die katalytische Untereinheit des PKA-Holoenzyms aktiviert werden (Fax et al., 2000). 
Es sollte daher anhand des E2-Modellpromotors, unabhängig von dem adenoviralen E1A12S-
Protein, untersucht werden, ob die ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden hSWI/SNF-
Komplexe an der Regulation der Expression von Genen, die durch cAMP/PKA-Signalweg 
aktiviert werden, beteiligt sind. 
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2. Material 
Hier nicht gesondert aufgeführte Chemikalien (mit dem Reinheitsgrad „zur Analyse“), sowie 
nicht erwähnter allgemeiner Laborbedarf, wurden in der erforderlichen Qualität im 
Fachhandel bezogen. 
 
2.1 Chemikalien 
Acetyl-CoA (Coenzym A) Roche Molecular Biochemicals, Mannheim 
Acrylamid BioRad, München 
Agarose FMC Bioproducts, Dänemark, über Biozym, 
Hameln 
Ampicillin Bayer, Leverkusen 
Ammoniumpersulfat Sigma, Deisenhofen 
Amplify Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 
Bacto yeast extract Difco, Detroit, USA 
Bacto-Agar Difco, Detroit, USA 
Bacto-Peptone Difco, Detroit, USA 
Bacto-Tryptone  Difco, Detroit, USA 
Bromphenolblau Sigma, Deisenhofen 
BSA Sigma, Deisenhofen 
Coomassie Brilliant Blue G250 Sigma, Deisenhofen 
Deoxycholat (als Natriumsalz) Sigma, Deisenhofen 
Desoxyribonukleotide Roche Molecular Biochemicals, Mannheim 
DMSO Fluka, Neu-Ulm 
DTT Sigma, Deisenhofen 
EDTA Sigma, Deisenhofen 
Ethylacetat Fluka, Neu-Ulm 
Ethidiumbromid Roche Molecular Biochemicals, Mannheim 
Glycerin Fluka, Neu-Ulm 
Glycogen MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
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HEPES  Sigma, Deisenhofen 
N,N’-Methylen-bisacrylamid Sigma, Deisenhofen 
SDS BioRad, München 
Natriumbutyrat Sigma, Deisenhofen 
Natriumfluorid Sigma, Deisenhofen 
Natriumorthovanadat Sigma, Deisenhofen 
NP-40 Fluka, Neu-Ulm 
Paraformaldehyd Merck, Darmstadt 
Pefabloc Roche Molecular Biochemicals, Mannheim 
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) Fluka, Neu-Ulm 
Ponceau S Sigma, Deisenhofen 
TEMED Sigma, Deisenhofen 
Tris Sigma, Deisenhofen 
Triton-X-100 BioRad, München 
Tween 20 Sigma, Deisenhofen 
 
2.2 Enzyme 
Alkalische Phosphatase (1 U/µl) Roche Molecular Biochemicals, Mannheim 
Diverse Restriktionsenzyme (2-50 U/µl) Roche Molecular Biochemicals, Mannheim 
Life Technologies, Eggenstein           
Promega, Heidelberg 
Klenow-Fragment der E. coli DNA-
Polymerase I (2 U/µl) 
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim 
Lysozym (23000 U/mg) Biomol, Hamburg 
T4-DNA-Ligase (1 U/µl) Life Technologies, Eggenstein 
Taq-DNA-Polymerase (5 U/µl) Sigma, Deisenhofen 
Trypsin (Rinderpankreas, 110 U/mg) Roche Molecular Biochemicals, Mannheim 
Proteinase K (20 U/mg) Roche Molecular Biochemicals, Mannheim 
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2.3 Antikörper 
Anti-Ad12 E1A-Antiserum 
(polyklonales Schaf Antiserum) 
Zur Verfügung gestellt von Phil Gallimore, 
University of Birmingham, England 
Anti-hBRG1-Antiserum 
(polyklonales Kaninchen Antiserum) 
Zur Verfügung gestellt von R. E. Kingston, 
Harvard Medical School, Boston, USA 
Anti-hBRG1-AK (N-19) 
(polyklonaler Ziege AK) 
Santa Cruz Biotechnology, Kalifornien, USA 
Anti-hBRM-AK (N-19) 
(polyklonaler Ziege AK) 
Santa Cruz Biotechnology, Kalifornien, USA 
Anti-BAF47-AK (C-18) 
(polyklonaler Kaninchen AK) 
Santa Cruz Biotechnology, Kalifornien, USA 
Anti-BAF57-AK  
(polyklonaler Kaninchen AK) 
Biomol, Hamburg 
Anti-BAF155-AK (H-76) 
(polyklonaler Kaninchen AK) 
Santa Cruz Biotechnology, Kalifornien, USA 
Anti-Kaninchen IgG AK 
Peroxidase-konjugiert 
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 
Anti-Maus IgG AK 
Peroxidase-konjugiert 
Calbiochem, Heidelberg 
Anti-Ziege IgG AK 
Peroxidase-konjugiert 
Santa Cruz Biotechnology, Kalifornien, USA 
Anti-myc-Epitop (9E10) AK  
(monoklonaler Maus IgG AK) 
Invitrogen, Niederlande 
Anti-PKAα cat (c-20) 
(polyklonaler Kaninchen IgG-AK) 
Santa Cruz Biotechnology, Kalifornien, USA 
Anti-Schaf IgG AK 
Peroxidase-konjugiert  
Pierce, Rockford, USA; über Perbio, Helsingborg, 
Schweden 
Normales Kaninchen IgG Antiserum Santa Cruz Biotechnology, Kalifornien, USA 
 
2.4 Nukleinsäuren 
Heringssperma-DNA  Roche Molecular Biochemicals, Mannheim 
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2.5 Oligonukleotide 
Die hier aufgelisteten Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion (Martinsried) 
synthetisiert, entsalzt und lyophylisiert. Die Oligonukleotide wurden in H2O aufgenommen 
(Endkonzentration der Stammlösung je 100 pmol/µl). Modifikationen oder zusätzlich 
synthetisierte Nukleotide (z. B. Restriktionsschnittstellen) in den aufgeführten 
Oligonukleotiden sind in Klammern gesetzt. 
 
Name Sequenz 
5’-hBRG1-Wt 5’-(ATATAATATTA)TCCACTCCAGACCCACCCCTG-3’ 
3’-hBRG1-Wt 5’-(ATATAATATTA)GTCTTCTTCGCTGCCACTTCC-3’ 
5’-hBRG1-PR 5’-(CGGAATTC)ATGTCCACTCCAGACCCACCCCTG-3’ 
3’-hBRG1-PR 5’-(CGAAGCTT)GCTCTGCTTCTGGTGCAGTGGCAC-3’ 
5’-hBRG1-HC 5’-(CGGGATCC)ATGCGCATCACCCCCATCCAGAAG-3’ 
3’-hBRG1-HC 5’-(CGAAGCTT)CTGCAGGCCACGTGCAAGGGCCTG-3’ 
5’-hBRG1-ATPase 5’-(CGGATATC)ATGTCCTACTATGCCGTGGCCCAT-3’ 
3’-hBRG1-ATPase 5’-(CGGGTACC)CTGACGTCCACTGCTGCTGTCCTT-3’ 
5’-hBRG1-BD 5’-(CGGAATTC)ATGCTCAGCGAGGTCTTCATCCAG-3’ 
3’-hBRG1-BD 5’-(CGGGATCC)GTCTTCTTCGCTGCCACTTCCTGA-3’ 
3’-pcDNA3.1 5’-TAGAAGGCACAGTCGAGG-3’ 
5’-pGEX 5’-AGGGCTGGCAAGCCACGTTTGGT-3’ 
5’-E2Ad12/CHIP 5’-AGGCGTGGGAATATCTTTACT-3’ 
3’- E2Ad12/CHIP 5’-GTTCTTTACGATGCCATTGGG-3’ 
 
2.6 Molekulargewichtstandards 
100-bp DNA-Leiter Life Technologies, Eggenstein 
[14C]-markierter SDS-PAGE Standard Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 
SDS-PAGE Standards (gefärbt) BioRad, München 
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 
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2.7 Verwendete Vektoren  
2.7.1 Reporterplasmide 
pBL-CAT3 Basaler CAT-Reportergen-Vektor, Luckow und 
Schütz (1987) 
G5-E1BTATA-CAT Zur Verfügung gestellt von R. Bernards,  
The Netherlands Cancer Institute, Amsterdam, 
Niederlande 
2.7.2 Expressionsplasmide 
pBJ5-hBRG1 Zur Verfügung gestellt von C. Muchardt, Unité 
des Virus Oncogènes, Dpt. Des Biotechnologies, 
Institut Pasteur, Paris, Frankreich 
pCG-hBRM Zur Verfügung gestellt von C. Muchardt, Unité 
des Virus Oncogènes, Dpt. Des Biotechnologies, 
Institut Pasteur, Paris, Frankreich 
RSV-CHO-PKAcα Zur Verfügung gestellt von R. A. Maurer, Dpt. of 
Cell and Developmental Biology, Oregon Health 
Sciences University, Portland, USA 
pCMV-HA-HDAC1 Zur Verfügung gestellt von A. Harel-Bellan, 
Laboratoire Oncogénèse, Différenciation et 
Transduction du Signal, Villejuif, Frankreich 
pRc/RSV Eukaryontischer Expressionsvektor, Invitrogen, 
Niederlande 
pCR3.1 Eukaryontischer Expressionsvektor, Invitrogen, 
Niederlande 
pcDNA3.1 Eukaryontischer Expressionsvektor mit Myc/His-
Epitop, Invitrogen, Niederlande 
pGEX-2T  Bakterieller Expressionsvektor mit GST-
Proteindomäne, Pharmacia Biotech, Freiburg 
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2.8 Medien, Reagenzien und Materialien für die Zellkultur 
100 x nicht-essentielle Aminosäuren Life Technologies, Eggenstein 
6-Loch-Zellkulturschalen mit 3,5 cm ∅ 
Vertiefungen, Zellkulturplatten,  
-flaschen, -schalen 
Becton Dickinson, New York, USA, über 
Oehmen, Essen 
DMEM Life Technologies, Eggenstein 
Fötales Kälberserum (FKS) Life Technologies, Eggenstein 
PAA, Marburg 
L-Glutamin Merck, Darmstadt 
Penicillin G (1000 U/ml) Hoechst, Frankfurt 
RPMI1640 Life Technologies, Eggenstein 
Streptomycinsulfat Sigma, Deisenhofen 
  
2.9 Filme, Filter, Membranen und besondere Verbrauchsmaterialien  
Dünnschichtchromatographie-Platten, 
Kieselgel, 0,2 mm Schichtdicke 
Riedel-deHaen, Seelze 
Elektroporationsküvetten, 0,4 mm BioRad, München 
Glutathion-Sepharose 4B Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 
Hybond-C-plus Nitrocellulose-Membran Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 
Protein-A Sepharose Pharmacia Biotech, Freiburg 
Protein-A/G Sepharose Pierce, Rockford, USA; über Perbio, Helsingborg, 
Schweden  
Röntgenfilme X-Omat AR Kodak, Rochester, USA 
Rotiszint eco plus 
Szintillationsflüssigkeit 
Roth GmbH, Karlsruhe 
Sterivex-GS 0,22 µm Filter Unit Millipore, Bedford, Massachusetts, USA 
Whatman Filterpapier Whatman, Maidstone, England 
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2.10 Spezielle Laborgeräte 
Automatic TLC-Linear Analyzer Berthold, Overrath 
DNA Trio Thermoblock (PCR) Biometra, München 
Gene Pulser Elektroporator BioRad, München 
Laser Densitometer Ultrascan XL Pharmacia Biotech, Freiburg 
Szintillationsmessgerät Delta 300, Searle 
Analytic Incorporation 
über Zinsser Analytic GmbH, Frankfurt 
Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell BioRad, München 
Ultraschalldesintegrator Branson, USA 
 
2.11 Kits und spezielle Reagenzien 
Aprotinin (Rinderlunge, 4 TIU/mg) Sigma, Deisenhofen 
BioRad Bradford-Reagenz BioRad, München 
Eukaryotic TA Expression Kit Invitrogen, Niederlande 
Lipofectamine Life Technologies, Eggenstein 
Metafectene Biontex, Martinsried 
OPTI-MEM Life Technologies, Eggenstein 
Plasmid-DNA-Maxipräparations-Kit 
Nucleobond AX 500 
Macherey & Nagel, Düren 
QIAamp DNA Mini Kit Qiagen, Hilden 
QIAquick Spin PCR Purification and 
Gelextraction Kit  
Qiagen, Hilden 
Roscovitine Calbiochem, Heidelberg 
Superfect Qiagen, Hilden 
Super-Signal-Ultra-Chemilumineszenz-
Detektionssystems (für Western-Blot) 
Pierce, Rockford, USA; über Perbio, 
Helsingborg, Schweden 
TNT-Kit, Quick Coupled 
Transcription/Translation Systems 
Promega, Heidelberg 
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2.12 Radiochemikalien  
[35S]-Methionin >37 TBq/mmol ICN Biomedicals, Eschwege 
D-Threo-[dichloracetyl-l-14C]-
Chloramphenicol ~3,7 GBq/mmoll 
ICN Biomedicals, Eschwege 
 
2.13 Puffer und Lösungen 
Hier nicht aufgeführte Zusammensetzungen von Puffern und Lösungen wurden den 
Laborhandbüchern „Molecular Cloning: a laboratory manual, second edition“ (Sambrook et 
al., 1989) oder „Current Protocols in Molecular Biology“ (Ausubel et al., 1997) entnommen.  
 
Acrylamid/Bisacrylamid-Lösung 29,2 g Acrylamid 
0,8 g N,N’-Methylen-Bisacrylamid 
mit H2O ad 100 ml 
Ampicillinlösung 50 mg/ml in H2O 
APS-Lösung 10% (w/v) APS in H2O 
CHIP-Lyse-Puffer 50 mM HEPES/KOH, pH 7,5 
150 mM KCl 
1 mM EDTA 
0,5% NP-40 
0,1% Natriumdeoxycholat 
CHIP-Wasch-Puffer A 20 mM Tris/HCl, pH 8,1 
150 mM NaCl 
2 mM EDTA 
1% Triton-X-100 
0,1% Natriumdeoxycholat 
CHIP-Wasch-Puffer B 20 mM Tris/HCl, pH 8,1 
500 mM NaCl 
2 mM EDTA 
1% Triton-X-100 
0,1% Natriumdeoxycholat 
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CHIP-Wasch-Puffer C 10 mM Tris/HCl, pH 8,1 
250 mM LiCl 
1 mM EDTA 
1% NP-40 
1% Natriumdeoxycholat 
DNA-Probenpuffer (6 x) 150 mM EDTA 
0,25% (w/v) Bromphenolblau 
0,25% (w/v) Xylenxyanol FF 
30% (v/v) Glycerin 
dNTP-Mix (für PCR) je 1,25 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP in 
A. bidest 
Elektroporation-Puffer RPMI1640 
10 mM Glucose 
0,1 mM DTT 
1,25% (v/v) DMSO 
Gelfärbelösung (SDS-PAGE) 450 ml H2O 
450 ml Methanol 
100 ml Eisessig 
2,5 g Coomassie Brilliant Blue 
Gelfixierlösung (SDS-PAGE) 50% (v/v) 2-Propanol 
7% (v/v) Essigsäure 
IP+150-Puffer 50 mM HEPES/KOH pH 7,5 
150 mM KCl 
1 mM EDTA 
10 mM NaF 
1 mM Na3VO4 
0,1% (v/v) NP-40 
0,5 mM Pefabloc 
10 µg/ml Aprotinin 
IPTG-Lösung 1 M in H2O (bei –20 °C gelagert) 
Kernextrakt-Puffer A 10 mM Tris/HCl, pH 7,5 
1,5 mM MgCl2 
10 mM KCl 
0,5 mM DTT 
0,5 mM Pefabloc 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                                                     2. 
Material.doc 
 29
Kernextrakt-Puffer C 20 mM Tris/HCl, pH 7,5 
1,5 mM MgCl2 
420 mM NaCl 
1 mM DTT 
0,2 mM EDTA 
25% Glycerin 
10 mM NaF 
2 mM Na3VO4 
0,5 mM Pefabloc 
Kernextrakt-Waschpuffer  10 mM Tris/HCl, pH 7,5 
1,5 mM MgCl2 
50 mM KCl 
0,25 M Sucrose 
0,5 mM DTT 
0,5 mM Pefabloc 
Lysepuffer 250 mM KCl 
50 mM HEPES/KOH, pH 7,9 
0,1% NP-40 
1 mM EDTA 
1 mM DTT 
0,5 mM Pefabloc 
10 µg/ml Aprotinin 
NETN-Puffer 20 mM Tris/HCl, pH 8 
100 mM KCl 
1 mM EDTA 
0,5% NP-40 
PBS 4 mM MgSO4 
7 mM CaCl2 
1,4 mM KH2PO4 
137 mM NaCl 
2,7 mM KCl 
6,5 mM Na2HPO4 
PBS= wie PBS, ohne MgSO4 und CaCl2  
                                                                                                                                     2. 
Material.doc 
 30
PC+150-Puffer 20 mM HEPES/KOH pH 7,9 
150 mM KCl 
12,5 mM MgCl2 
0,2 mM EDTA 
0,05% (v/v) NP-40 
0,05% (v/v) Tween 20 
0,5 mM Pefabloc 
2 µg/µl BSA 
PS-Lösung 1,5 g Penicillin 
2,5 g Streptomycinsulfat 
2 g NaCl 
0,1 g KCl 
0,25 g Glucose 
0,1 g NaHCO3 
mit NaOH auf pH 7,2 eingestellt 
SDS-PAGE-Laufpuffer (1 x) 250 mM Tris/HCl, pH 8,3 
250 mM Glycin 
0,1% (w/v) SDS 
SDS-PAGE-Sammelgelpuffer 0,5 M Tris/HCl, pH 6,8 
0,4% (w/v) SDS 
SDS-PAGE-Trenngelpuffer 1,5 M Tris/HCl, pH 8,8 
0,4% (w/v) SDS 
SDS-Probenpuffer (6 x) 0,3 M Tris/HCl pH 6,8 
0,6 M DTT 
12% (w/v) SDS  
60% (v/v) Glycerin  
0,6% (w/v) Bromphenolblau 
TBS 10 mM Tris/HCl, pH 7,5 
150 mM NaCl 
TBS-T TBS mit 0,1% (v/v)Tween 20 
Transferpuffer (für Western-Blot) 48 mM Tris 
39 mM Glycin 
0,037% (w/v) SDS für Proteine < 180 kDa oder 
0,8% (w/v) SDS für Proteine > 180 kDa 
20% (v/v) Methanol 
VT-Lösung 0,5 M EDTA 
2,5 g/l Trypsin in PBS= 
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2.14 Bakterienstämme  
E. coli K12 DH5α [supE44, ∆lacU169 (φ80lacZ M15) hsdR 17 recA1 endA1 gyrA96, thi1 
relA1] ist ein rekombinationsdefekter Bakterienstamm zur Vermehrung von Derivaten der 
pBR322-Plasmide (Life Technologies, Eggenstein). 
 
E. coli K12 BL21 [F, ompT, hsdS (rB-, mB-), gal] ist ein Protease-defizienter 
Bakterienstamm zur Expression von Fusionsproteine (Pharmacia Biotech, Freiburg). 
 
2.15 Zelllinien 
C33A-Zellen Humane epitheloide Cervix-Karzinomzelllinie; American 
Type Culture Collection (ATCC), Rockville, USA (Gey et 
al., 1952) 
HEK12-Zellen Humane embryonale Nierenzelllinie, transformiert durch 
Transfektion des EcoR IC-Fragments von Ad12 (Whittaker 
et al., 1984); zur Verfügung gestellt von P. Gallimore, 
University of Birmingham, UK 
KB-Zellen Humane epidermale Rachen-Karzinomzelllinie; American 
Type Culture Collection (ATCC), Rockville, USA (Gey et 
al., 1952) 
Saos2-Zellen Humane Osteo-Sarkomazelllinie; American Type Culture 
Collection (ATCC), Rockville, USA (Gey et al., 1952) 
SW13-Zellen Humane epitheloide Rachen-Karzinomzelllinie; American 
Type Culture Collection (ATCC), Rockville, USA (Gey et 
al., 1952) 
 
                                                                                                                                  3. 
Methoden.doc 
 32
3. Methoden 
3.1 Allgemeine Methoden  
Die Arbeiten mit Bakterien und Säugerzellen wurden unter sterilen Bedingungen ausgeführt. 
Lösungen und Materialien wurden bei 121°C und 1 bar autoklaviert. Lösungen mit 
hitzeempfindlichen Komponenten wurden sterilfiltriert. Alle Arbeiten mit Bakterien, 
Nukleinsäuren und Proteinen wurden, wenn nicht anders aufgeführt, unter Eiskühlung der 
Proben durchgeführt.  
Grundlegende molekularbiologische Arbeitsmethoden, die hier nicht gesondert 
aufgeführt sind, wurden gemäß den Laborhandbüchern „Molecular Cloning: a laboratory 
manual, second edition“ (Sambrook et al., 1989) und „Current Protocols in Molecular 
Biology“ (Ausubel et al. 1997) durchgeführt. 
 
3.2 Zellkultur  
Die adhärenten Zelllinien KB, HEK12, SW13 und C33A wurden in beschichteten 
Zellkulturgefäßen bei 37°C, 5% CO2 und dampfgesättigter Atmosphäre kultiviert. Als 
Nährmedium diente DMEM (s. Kap. 2.8), versetzt mit 10% FKS, 1,5% nicht essentiellen 
Aminosäuren, 1,5% einer 2 mM L-Glutaminlösung und jeweils 100 µg/ml der Antibiotika 
Penicillin und Streptomycin (im Folgenden als DMEM-Vollmedium bezeichnet). Für alle 
routinemäßigen Zellkulturarbeiten wurden die verwendeten Lösungen auf 37°C vorgewärmt. 
Konfluent gewachsene Zellen (80-90%) wurden mit PBS= (s. Kap. 2.13) gewaschen und 
durch Trypsinbehandlung von der beschichteten Fläche des Zellkulturgefäßes abgelöst. Die 
abgelösten Zellen wurden in DMEM-Vollmedium resuspendiert und in einem Verhältnis von 
1 : 5 bis 1 : 10 in neue Zellkulturgefäße überführt. 
Zur Lagerung von Zellstocks wurden die Zellen (50% Konfluenz) wie oben beschrieben 
behandelt. Die Zellsuspensionen wurden anschließend abzentrifugiert (600 x g, 1 min, RT) 
und in Einfriermedium (DMEM-Vollmedium mit 20% FKS und 10% DMSO) resuspendiert. 
Die Zellsuspensionen (5 x 106 Zellen/ml) wurden in mit Zellstoff isolierten Kryogefäßen bei  
-80°C schonend eingefroren und nach 12-24 h zur langfristigen Lagerung in flüssigen 
Stickstoff überführt. 
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3.3 Transfektion eukaryontischer Zellen  
Die Transfektion eukaryontischer Zellen erfolgte mittels liposomaler Transfektionsreagenzien 
(Lipofektion; s. Kap. 3.3.1) oder durch Elektroporation (s. Kap. 3.3.2). 
 
3.3.1 Lipofektion 
Die Transfektion von Eukaryontenzellen erfolgte unter Verwendung der liposomalen 
Transfektionsreagenzien Lipofectamine oder Superfect (s. Kap. 2.11) gemäß den Angaben der 
Hersteller. 18-24 h vor Transfektionsbeginn wurden 1,5 bis 2,5 x 105 Zellen in 6-Loch-
Zellkulturplatten (7 cm2 Wachstumsfläche) in Abhängigkeit von dem verwendeten 
Transfektionsreagenz in DMEM-Vollmedium bzw. DMEM-Vollmedium ohne Antibiotika 
ausgesät. Die Zellen wurden 5 bis 6 h mit dem Transfektionsansatz, bestehend aus DMEM-
Vollmedium ohne Antibiotika und den DNA-Lipidkomplexen, inkubiert. Durch Austausch 
des Transfektionsansatzes mit DMEM-Vollmedium wurde die Transfektion anschließend 
gestoppt. Die Zellen wurden nach 24 bis 48 h geerntet.  
Für den immunologischen Nachweis von Proteinen in Extrakten aus Kulturzellen 
wurden 8 x 108 Zellen (aufgeteilt auf vier Löcher einer 6-Loch-Zellkulturplatte) mit 10 µl 
Metafectene und 1,5 µg DNA pro Loch transfiziert. 24 h nach dem Transfektionsbeginn 
wurden die transfizierten Zellen einmal mit PBS= gewaschen und von der Oberfläche der 
Zellkulturplatte mittels VT-Lösung abgelöst. Die abgelösten Zellen von vier Löchern wurden 
in DMEM-Vollmedium aufgenommen und abzentrifugiert (78 x g, RT, 2 min). Das Zellpellet 
wurde in DMEM-Vollmedium resuspendiert, die Zellen auf eine 78 cm2-Zellkulturschale 
ausgesät und für weitere 24 h inkubiert.  
 
3.3.2 Elektroporation 
Um eine erhöhte Transfektionseffizienz zu erreichen, wurden die Zellen nach einer 
modifizierten Methode von Melkonyan et al. (1996) elektroporiert. Hierzu wurden 9,2 x 106 
Zellen mit 15 µg der zu transfizierenden DNA in 400 µl Elektroporationspuffer (s. Kap. 2.13) 
vermischt, blasenfrei in Elektroporationsküvetten überführt und für 1 min bei RT inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen bei 250 V und 960 µF für 2 s elektroporiert (s. Kap. 2.10). 
Nach einer fünfminütigen Inkubationszeit bei RT wurden die transfizierten Zellen in DMEM-
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Vollmedium, das zusätzlich 1,25% DMSO enthielt, auf 78 cm2-Zellkulturschalen ausgesät. 
Nach 24 h wurden die Zellen auf neue 78 cm2-Zellkulturschalen passagiert und für weitere  
24 h in DMEM-Vollmedium kultiviert.  
 
3.4 Isolierung von Plasmid-DNA 
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien im quantitativen Maßstab erfolgte mit dem 
„Plasmid-DNA-Maxipräparations-Kit Nucleobond AX 500“ gemäß den Angaben der Firma 
Macherey & Nagel (s. Kap. 2.11). Die Plasmid-DNA-Maxipräparation beruht hierbei auf 
einer optimierten Form der alkalischen Lyse-Methode nach Birnboim und Doly (1979).  
 
3.5 Aufreinigung und Klonierung von Nukleinsäuren 
Die Aufreinigung PCR-amplifizierter oder restringierter DNA, sowie die Isolierung von DNA 
aus Agarosegelen erfolgte unter Verwendung des „QIAquick Spin PCR Purification and 
Gelextraction“-Kits der Firma Qiagen (s. Kap. 2.11). Die Sequenzierung aller innerhalb dieser 
Arbeit hergestellte DNA-Konstrukte wurde bei der Firma Seqlab GmbH (Göttingen) 
durchgeführt. 
 
3.6 Identifizierung Insert-positiver Bakterienklone mittels PCR (PCR- 
Screening) 
Zur Identifizierung von Insert-positiven Bakterienklonen nach der Klonierung wurde ein 
PCR-Screening eingesetzt. Hierzu wurden 15 bis 20 Klone (von einer LB-Ampicillin-Agar-
Platte) in jeweils 15 µl A. bidest resuspendiert. 10 µl dieser Suspension wurden in einem 
PCR-Ansatz mit einem Reaktionsvolumen von 50 µl mit Insert-spezifischen Primern 
eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden über konventionelle Agarose-Gelelektrophorese auf die 
Anwesenheit und die Größe der DNA-Fragmente überprüft. 
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3.7 Transformation von Bakterien 
3.7.1 Präparation kompetenter E. coli Bakterien 
Die Herstellung kompetenter Bakterien des E. coli Stammes DH5α erfolgte nach der Methode 
von Hanahan et al. (1985).  
 
3.7.2 Transformation kompetenter E. coli Bakterien 
Für die Transformation wurden 1 bis 10 ng Plasmid-DNA mit 100 µl auf Eis aufgetauten 
kompetenten E. coli Bakterien gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Darauffolgend wurde 
die mit der DNA gemischte Bakteriensuspension für 90 s bei 42°C einem Hitzeschock 
ausgesetzt und 2 min auf Eis inkubiert. Die Bakterien wurden auf einer LB-Agar-Platte, die 
100 µg des Antibiotikums Ampicillin enthielt, ausgestrichen und über Nacht bei  
37°C inkubiert.  
 
3.8 DNA-Quantifizierung 
Die Quantifizierung und Beurteilung der Qualität der DNA erfolgte durch photometrische 
Messung der Extinktion bei 260 nm und 280 nm. Der Quotient aus 280/260 nm, der optimal 
bei 1,8 liegt, gibt die Reinheit der DNA an. 
 
3.9 Proteinbestimmung nach Bradford  
Die Bestimmung der Proteinkonzentration wäßriger Lösungen erfolgte mit dem „BioRad 
Bradford-Reagenz“ (s. Kap. 2.11) nach der Methode von Bradford (1976). 5 µl der 
Proteinlösung wurden mit 200 µl Bradford-Reagenz versetzt und mit H2O auf 1 ml 
Endvolumen aufgefüllt. Nach 5 bis 10 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde die 
Absorption bei einer Wellenlänge von 595 nm bestimmt. Die Proteinkonzentration wurde 
anhand einer mit BSA erstellten Eichkurve ermittelt. 
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3.10 Bestimmung der CAT-Aktivität in Zellextrakten  
Die Bestimmung der Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT)-Aktivität transient 
transfizierter eukaryontischer Zellen erfolgte nach Brockmann et al. (1996). 24 h nach 
Transfektionsstop (s. Kap. 3.3.1) wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS=  
(s. Kap. 2.13) gewaschen, mittels eines Gummischabers von der Zellkulturschale gelöst und 
für 1 min bei 600 x g, 4°C abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 100 µl 0,25 M Tris/HCl, 
pH 7,5 resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte durch dreimaliges Schockgefrieren (5 min) 
auf Trockeneis und Auftauen (2 min) im Wasserbad bei 37°C. Anschließend wurden die 
Zelltrümmer bei 52000 x g und 4°C 5 min pelletiert und der klare Überstand 
(Gesamtzellextrakt) abgenommen. Die Bestimmung der Proteinkonzentration im Überstand 
erfolgte photometrisch bei einer Wellenlänge von 595 nm nach der Methode von Bradford 
(1976; s. Kap. 3.9). 
Zur Bestimmung der CAT-Aktivität wurden 30 µg Gesamtzellextrakt, 2 µl 
[14C]-Chloramphenicol (s. Kap. 2.12), 25 µl einer 4 mM Acetyl-CoA-Lösung (in 0,25 M 
Tris/HCl, pH 7,5; s. Kap. 2.1) gemischt und mit 0,25 M Tris/HCl, pH 7,5 das Probenvolumen 
auf 150 µl eingestellt. Der Ansatz wurde 15 min bis 2 h bei 37°C inkubiert. Die anschließende 
Chromatographie zur Auftrennung des acetylierten Chloramphenicols erfolgte auf 
Dünnschichtchromatographieplatten (s. Kap. 2.9) für 45 min in einer dampfdruckgesättigten 
DC-Kammer. Als Laufmittel diente ein Gemisch aus Chloroform :Methanol (Verhältnis 
19:1). Nach Trocknung der Dünnschichtchromatographieplatten wurde die Quantifizierung 
des [14C]-markierten Chloramphenicols (und somit der CAT-Aktivität) mit dem „Automatic 
TLC-Linear Analyzer“ der Firma Berthold (s. Kap. 2.10) durchgeführt.  
 
3.11 Herstellung von Gesamtzell-Proteinextrakten 
Zur Herstellung von Gesamtzellextrakten aus Kulturzellen wurden subkonfluent gewachsene 
Zellen mit 4°C kaltem PBS= (s. Kap. 2.13) gewaschen und durch Abschaben geerntet. 
Anschließend wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 1500 x g pelletiert und der 
Überstand verworfen. Die Lyse der Zellen erfolgte durch Resuspension im Lysepuffer  
(s. Kap. 2.13) und Schütteln für 30 min bei 4°C. Die Zelltrümmer wurden bei 52000 x g und 
4°C 30 min pelletiert und der klare Überstand abgenommen. Die Bestimmung der 
Proteinkonzentration im Überstand erfolgte photometrisch bei einer Wellenlänge von 595 nm 
nach der Methode von Bradford (1976; s. Kap. 3.9). 
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3.12 Präparation von Kernextrakt 
Die Präparation von Kernextrakt erfolgt nach einer modifizierten Methode von Dignam et al. 
(1983). Die Zellen wurden hierfür auf Zellkulturschalen bis zu einer Konfluenz von 70 bis 
80% kultiviert. Nach Erreichen dieser Konfluenz wurden die Zellen mit PBS= gewaschen, 
mittels eines Gummischabers von der Zellkulturschale gelöst und für 10 min bei 600 x g, 4°C 
abzentrifugiert. Alle nachfolgenden Schritte erfolgten bei 4°C.  
Das Zellpellet wurde in dem 3- bis 5-fachen Zellvolumen Kernextrakt-Puffer A  
(s. Kap. 2.13) resuspendiert und für 15 min auf Eis inkubiert. Hiernach erfolgte der 
Aufschluss der Zellen mit etwa 10 bis 30 Hüben in einem Dounce-Homogenisator, wobei der 
Zellaufschluss unter einem Phasenkontrastmikroskop überprüft wurde. Anschließend wurden 
die freigesetzten Zellkerne für 15 min bei 600 x g abzentrifugiert. Der Überstand 
(Cytoplasmaextrakt) wurde verworfen und das Zellkernpellet wurde zweimal in Kernextrakt-
Waschpuffer (s. Kap. 2.13) vorsichtig resuspendiert und sofort für 10 min bei 600 x g 
abzentrifugiert.  
Das Zellkernpellet wurde danach in Kernextrakt-Puffer C (30 µl Kernextrakt-Puffer C 
pro 2 x106 Zellen, s. Kap. 2.13) homogenisiert und anschließend für 60 min gemischt. Danach 
wurde für 30 min bei 51700 x g zentrifugiert und die Proteinkonzentration des Überstandes 
(Kernextrakt) mit dem Bradford-Reagenz (s. Kap. 3.9) bestimmt. Die Kernextrakte wurden 
anschließend aliquotiert und bei -80°C gelagert. 
 
3.13 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen 
Die Aufreinigung von Glutathion-S-Transferase (GST)-gekoppelten Fusionsproteinen aus 
bakteriellem Extrakt erfolgte durch Affinitätschromatographie über Glutathion-Sepharose 4B 
(s. Kap. 2.9). Hierfür wurden prokaryontische Expressionsvektoren des pGEX-Systems  
(s. Kap. 2.9), welche nach Induktion mit IPTG die entsprechende cDNAs als Fusionsproteine 
mit einer N-terminal gekoppelten GST-Domäne aus Schistosoma japonicum exprimieren, in 
Bakterien des E. coli Stammes BL21 transformiert. Für die anschließende Aufreinigung unter 
nativen Bedingungen wurde ein Einzelklon der transformierten Bakterien in 100 ml 
Selektions-LB-Medium (100 µl/ml Ampicillin) inokuliert und über Nacht bei 37°C 
geschüttelt (200 rpm). Am nächsten Tag wurde die Übernachtkultur im Verhältnis 1:50 mit 
Selektions-LB-Medium (100 µl/ml Ampicillin) verdünnt und bis zu einer OD600 von 1 
inkubiert (37°C, 200 rpm). 
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Nach Erreichen dieser OD600 wurde die Expression des GST-Fusionsproteins durch 
Zugabe von IPTG (s. Kap. 2.13) in einer Endkonzentration von 100 mM zum LB-Medium für 
2 h induziert. Nach dem Induktionsende wurden die Bakterien für 10 min bei 2200 x g durch 
Zentrifugation geerntet und in 10 ml NETN-Puffer (s. Kap. 2.13) resuspendiert. Der 
Zellaufschluss erfolgte durch Zugabe von 1 ml einer 10 mg/ml Lysozymlösung (s. Kap. 2.2) 
pro ml Bakteriensuspension für 30 min bei 4°C und einer anschließenden 
Ultraschallbehandlung (6 x 10 s, Stufe 5). Danach wurde bei 6200 x g, 4°C für 20 min 
zentrifugiert und das Lysat mit 300 µl Glutathion-Sepharose (äquilibriert in NETN-Puffer) 
vermischt.  
Die Bindung der GST-Fusionsproteine an die Glutathion-Sepharose erfolgte für 1 h bei  
4°C auf einem Schüttelrad. Dann wurde das Lysat-Glutathion-Sepharose Gemisch 
abzentrifugiert (78 x g, 1 min, 4°C) und dreimal mit 5 ml NETN-Puffer gewaschen. Die an 
Glutathion-Sepharose immobilisierten Fusionsproteine wurden anschließend in 200 µl NETN-
Puffer resuspendiert. Danach wurde die Proteinkonzentration der GST-Fusionsproteine mit 
dem Bradford-Reagenz bestimmt, die Fusionsproteine aliquotiert und bei -80°C gelagert. Zur 
qualtitativen Bestimmung der Aufreinigung der GST-Fusionsproteine wurden 10 µg der 
Fusionsproteine in 30 µl 1 x SDS-Puffer für 5 min gekocht, auf einem SDS-Polyacrylamidgel 
elektrophoretisch aufgetrennt und durch Coomassie-Färbung detektiert. 
Die Elution nativer GST-Fusionsproteine von der Glutathion-Sepharose durch 
reduziertes Glutathion erfolgt nach den Angaben des Herstellers Amersham Pharmacia 
Biotech. 
 
3.14 In vitro Transkriptions/Translations-System 
Die in vitro Expression von Proteinen erfolgte mit einem gekoppelten 
Transkription/Translation-System der Firma Promega (T7/T3/SP6 „TNT Coupled 
Transcription/Translation Systems“; s. Kap. 2.11). Es wurde jeweils 1 µg Plasmid-DNA 
eingesetzt, außerdem wurde jedem Translationsansatz 33 Units RNAsin RNase Inhibitor 
zugefügt. Die Effizienz der Transkription/Translation wurde anschließend mittels eines 
Inkorporationsassays nach Angaben des Herstellers überprüft. Außerdem erfolgte eine 
quantitative und qualitative Analyse der Translations-Produkte in der SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (s. Kap 3.15.1) mit anschließender Fluorographie (s. Kap. 3.15.3). 
 
                                                                                                                                  3. 
Methoden.doc 
 39
3.15 Analyse von Proteinen 
3.15.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht in 
Polyacrylamidgelen erfolgte unter denaturierenden Bedingungen im diskontinuierlichen 
Puffersystem nach Laemmli (1970). Die Trenngele (im Bereich von 6-18%, C-Wert: 2,7%) 
und Sammelgele (5%, C-Wert: 2,7%) wurden nach Sambrook et al. (1989) angefertigt. Die 
Proteine wurden mit SDS-Probenpuffer (Endkonzentration: 1 x SDS-Probenpuffer) vermischt 
und 5 min gekocht. Die gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte in einer Mini-Protean-II-
Dual-SLAB-Kammer (Biorad, München). 
Nach dem Gellauf wurden nicht radioaktiv markierte Proteine durch Western-Blotting 
(s. Kap. 3.15.2) und mit [35S]-Methionin radioaktiv markierte Proteine durch Fluorographie 
(s. Kap. 3.15.3) nachgewiesen.  
 
3.15.2 Western-Blotting (Harlow und Lane, 1988) 
Zum immunologischen Nachweis von Proteinen in Extrakten aus Kulturzellen wurden die 
Extrakte durch SDS-PAGE aufgetrennt und durch Elektroblotting (Semi-Dry-Blot-Apparatur, 
1–2 h, 1,7 mA/cm2) auf eine Nitrozellulosemembran (Hybond C-extra) transferiert. Die 
Membran wurde vor dem Blotten durch kurzes Waschen in H2O und einer nachfolgenden 
zehnminütigen Äquilibrierung in Transferpuffer aktiviert. Der Transfer von Proteinen bis 180 
kDa erfolgte für 1 h in Transferpuffer mit 0,037% SDS und für Proteine über 180 kDa für 2 h 
in Transferpuffer mit 0,8% SDS. 
Nach dem Transfer wurde die Membran 1 h mit 1 x TBS-T/10% Milchpulver unter 
leichtem Schütteln bei Raumtemperatur blockiert und anschließend in derselben Lösung für 1 
bis 2 h mit dem Primärantikörper (Verdünnung 1 : 250 bis 1 : 5000 je nach Antikörper) 
inkubiert. Die Membran wurde danach dreimal 10 min in TBS-T gewaschen und anschließend 
mit einem sekundären, Meerrettich-Peroxidase konjugierten Antikörper, der gegen den Fc-
Anteil des Primär-Antikörpers gerichtet ist, für 1 h in TBS-T/1% Milchpulver (Verdünnung  
1 : 2000 bis 1 : 150000 nach Angabe des Herstellers) bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 
erneuten Waschschritten (3 x 10 min TBS-T, 2 x 5 min TBS) erfolgte die Detektion  
der Antigen-Antikörperkomplexe durch das Super-Signal-Ultra-Chemilumineszenz-
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Detektionssystem gemäß den Angaben des Herstellers. Je nach Intensität der 
Chemilumineszenz wurden die Röntgenfilme 5 s bis 30 min exponiert. 
Sollte die Membran anschließend weiteren Antikörperreaktionen unterzogen werden, 
wurden die bestehenden Antigen-Antikörperkomplexe durch Inkubation in  
TBS-0,2% Tween-20 für 45 min bei 70°C unter leichtem Schütteln dissoziiert. Danach wurde 
die Membran kurz in TBS gewaschen und einer erneuten Antikörperreaktion unterzogen. 
 
3.15.3 Fluorograophie 
Zur Detektion der [35S]-markierten Proteine wurde die Fluorographie eingesetzt. Nach der 
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden die Gele bei Raumtemperatur für 30 min in 
100 ml Gelfixierlösung (50% 2-Propanol/7% Essigsäure) unter Schütteln inkubiert. Nach der 
Fixierung wurde das Gel zweimal für je 5 min mit H2O gewaschen und für 30 min unter 
leichtem Schütteln in einer Verstärkerlösung (Amplify) inkubiert. Das Gel wurde hiernach auf 
Whatman-Papier überführt, bei 60°C auf einem Vakuumtrockner getrocknet und bei -80°C 
gegen einen Röntgenfilm exponiert. 
 
3.16 GST-Fusionsprotein-Interaktionsanalysen 
Für GST-Fusionsprotein-Interaktionsanalysen mit in vitro translatierten, [35S]-markierten 
Proteinen (s. Kap. 3.14) wurden zwischen 1 bis 25 µg der entsprechenden, an Glutathion-
Sepharose immobilisierten, GST-Fusionsproteine (s. Kap. 3.13) mit 1 x 105 cpm eines in vitro 
translatierten, [35S]-markierten Proteins inkubiert.  
Die Bindungsreaktionen erfolgten in 500 µl PC+150-Puffer (s. Kap. 2.13) für 1 h bei 
Raumtemperatur. Anschließend wurden die über Glutathion-Sepharose immobilisierten GST-
Fusionsprotein-Protein-Komplexe abzentrifugiert (78 x g, 1 min, 4°C) und fünfmal mit je  
1 ml PC+150-Puffer gewaschen. Die Protein-Komplexe wurden anschließend in 30 µl  
1 x SDS-Puffer für 5 min gekocht und auf einem SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch 
aufgetrennt.  
Zur Detektion der [35S]-markierten Proteine mittels Fluorographie wurde nach dem 
Gellauf das Gel für 30 min in 100 ml Gelfixierlösung inkubiert. Nach der Fixierung wurde 
das Gel zweimal für je 5 min mit H2O gewaschen und für 30 min unter leichtem Schütteln in 
einer Verstärkerlösung (Amplify) inkubiert. Das Gel wurde hiernach auf Whatman-Papier 
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überführt, bei 60°C auf einem Vakuumtrockner getrocknet und bei -80°C gegen einen 
Röntgenfilm exponiert. 
 
3.17 Immunpräzipitation 
Für Immunpräzipitationen wurden Kernextrakte wie unter Abschnitt 3.12 beschrieben 
präpariert und eingesetzt. Hierfür wurden KB-Zellen durch Lipofektion oder Elektroporation 
transient transfiziert (s. Kap.3.3). 48 h nach Transfektionsbeginn wurden die Zellen mit PBS= 
(s. Kap. 2.13) gewaschen, mittels eines Gummischabers von der Zellkulturschale gelöst und 
für 10 min bei 600 x g, 4°C abzentrifugiert. Alle nachfolgenden Schritte erfolgten bei 4°C.  
Die für die Präzipitation verwendete Protein-A-Sepharose (30-60 µl pro Ansatz) wurde 
zunächst 3 x mit je 1 ml IP+150-Puffer (s. Kap. 2.13) gewaschen und anschließend für 1 bis 2 
h im IP+150-Puffer, welcher zusätzlich 0,5% BSA enthielt, auf einem Schüttelrad äquilibriert. 
Zur Entfernung unspezifisch bindender Proteine (Preclearing) wurde der Kernextrakt in einem 
Gesamtvolumen von 500 bis 600 µl zusammen mit 1 bis 2 µg eines unspezifischen 
Antikörpers (normal rabbit IgG) ebenfalls unter Schütteln über einen Zeitraum von 1 bis 2 h 
inkubiert. Anschließend wurde die Sepharose bei 600 x g pelletiert und die Kernextrakte 
zugegeben. Dieser Ansatz wurde 1 h bei 4°C geschüttelt, anschließend bei 4°C und 600 x g 
zentrifugiert und der Überstand abgenommen. Nach dem Preclearing wurde dem Überstand 
ein spezifischer Antikörper (1 bis 2 µg) zugegeben und dieser Ansatz 3 h bei 4°C unter 
Schütteln inkubiert. Nach Zugabe von 30-60 µl äquilibrierter Sepharose wurde dieser Ansatz 
unter Schütteln weitere 12 bis 16 h bei 4°C inkubiert. Die an den Proteinanteil der Sepharose 
gebundenen Antigen-Antikörper-Komplexe wurden anschließend abzentrifugiert (78 x g, 1 
min, 4°C) und fünfmal mit jeweils 1 ml IP+150-Puffer gewaschen.  
Die Sepharose mit den Proteinkomplexen wurden anschließend in 30 µl 1 x Laemmli-
Puffer für 5 min gekocht. Die Immunkomplexe wurden durch Zentrifugieren (600 x g, 1 min, 
RT) von Protein A-Sepharose getrennt und über ein SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch 
aufgetrennt.  
Nach dem Gellauf wurden die Proteine wie in Kap. 3.15.2 beschrieben auf 
Nitrocellulose-Membranen transferiert und durch Western-Blotting nachgewiesen.  
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3.18 DNA-Protein-Interaktionsanalysen  
Die Analyse von DNA-Protein-Interaktionen in vivo wird durch die Chromatin-
Immunpräzipitation ermöglicht. Chromatin-Immunpräzipitationen (CHIP) wurden nach 
Protokollen von Dedon et al. (1991), Braunstein et al. (1993) und Luo et al. (1998) 
durchgeführt.  
 
3.18.1 Chromatin-Immunpräzipitation  
Für die Chromatin-Immunpräzipitationen wurden 2 x 106 KB- oder C33A-Zellen mit 
Reportergenkonstrukten wie in Kap. 3.3.1 beschrieben transfiziert. Um Proteine mit DNA 
querzuvernetzen, wurde 40 h nach Transfektion Formaldehyd in einer Endkonzentration von 
1% zum Zellkulturmedium gegeben und für 10 min bei 37°C inkubiert. Danach wurde das 
Zellkulturmedium abgenommen, die Zellen zweimal mit PBS= (s. Kap. 2.13) gewaschen, 
mittels eines Gummischabers von der Oberfläche der Zellkulturschale gelöst und bei 600 x g, 
4°C abzentrifugiert. Alle nachfolgenden Schritte erfolgten bei 4°C. 
Das Zellpellet wurde in 200 µl CHIP-Lyse-Puffer (s. Kap. 2.13) resuspendiert und für 
10 min auf Eis inkubiert. Um die DNA in eine immunpräzipitierbare Größe zwischen 200 bis 
1000 bp zu überführen, wurde das Lysat fünfmal für 10 s pulsierend auf Eis beschallt (Stufe 
3). Dann wurde das Lysat für 10 min bei 18000 x g zentrifugiert. 
Ein Drittel des Überstandes wurde benutzt, um die Konzentration des betreffenden 
Reporterkonstrukts in den transfizierten Zellen zu quantifizieren (im Folgenden als Total 
bezeichnet). Die restlichen Zweidrittel des Überstandes wurden fünffach mit CHIP-Lyse-
Puffer verdünnt und mit 5 µl eines anti-hBRG1-Antikörpers bzw. eines anti-acetyl H4-
Antikörpers oder einem Kontrollantikörper (s. Kap. 2.3) auf einem Schüttelrad für 16 h 
inkubiert. Die Immunkomplexe wurden für 2 h mit 60 µl Protein A-Sepharose (s. Kap. 2.9), 
die ebenfalls für 16 h in CHIP-Lyse-Puffer und 10 µg gescherter Heringssperma-DNA 
äquilibriert wurde, inkubiert.  
Hiernach wurden die gebildeten, über Protein A-Sepharose immobilisierten 
Immunkomplexe abzentrifugiert (78 x g, 1 min, 4°C) und anschließend fünfmal mit je 1 ml 
CHIP-Wasch-Puffer A, CHIP-Wasch-Puffer B, CHIP-Wasch-Puffer C (s. Kap. 2.13) und TE 
pH 8 gewaschen. Die Trennung der Immunkomplexe von Protein A-Sepharose erfolgte durch 
die Zugabe von 250 µl Elution-Puffer (0,1 M NaHCO3/ 1% SDS) und 15 minütiger 
Inkubation auf einem Schüttelrad bei Raumtemperatur. Nach anschließender Zentrifugation 
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(78 x g, 1 min) wurde die DNA-Protein-Quervernetzung für 5 h bei 65°C revertiert, gefolgt 
von einem Proteinase K-Verdau für 1 h bei 50°C. Die DNA wurde nachfolgend durch 
Phenol/Chloroform-Extraktion aufgereinigt, über Nacht bei -20°C präzipitiert (wobei 20 µg 
Glycogen als inerte Fällungshilfe zugesetzt wurde) und in H2O aufgenommen. Die Detektion 
der Promotorfragmente erfolgte über PCR (Denaturierung: 94°C, 1 min ; Anlagerung: 55°C,  
1 min; Synthese: 72°C, 1 min; 20 Zyklen), wobei je 1 µl der Probe in die PCR eingesetzt 
wurde. Die PCR-Produkte wurden über konventionelle Agarose-Gelelektrophorese analysiert.  
                                                                                                                                 4. 
Ergebnisse.doc 
 44
4.  Ergebnisse 
Als Transkriptionsfaktoren erfüllen adenovirale E1A-Proteine essentielle Funktionen im 
viralen Replikationszyklus, da sie einerseits die Expression aller anderen viralen Gene 
aktivieren und andererseits die zelluläre Genexpression so modulieren, dass eine effiziente 
Virusvermehrung möglich ist (Bayley und Mymryk, 1994; Flint und Shenk, 1997). Die E1A-
Proteine besitzen keine sequenzspezifische DNA-Bindeaktivität (Ferguson et al., 1985). Ihre 
genregulatorischen Funktionen werden durch die Interaktion mit zellulären, an der 
Transkriptionsregulation beteiligten Faktoren, vermittelt (s. Kap. 1.4). Da sowohl virale DNA, 
nach dem Eintritt in den Zellkern, als auch zelluläre DNA als Chromatin organisiert 
vorliegen, ist die Interaktion der E1A-Proteine mit Chromatin-remodellierenden Faktoren für 
die Aktivierung der Expression adenoviraler Gene und die Modulation der zellulären 
Genexpression von besonderer Bedeutung. 
Zu Beginn meiner Untersuchungen waren bereits Interaktionen der E1A-Proteine mit 
Chromatin-modifizierenden Faktoren, wie z. B. CBP/p300, bekannt (Ait-Si-Ali et al., 1998; 
Chakravarti et al., 1999; Fax et al., 2000). Immer noch ungeklärt war jedoch die Frage, ob es 
bei der E1A-vermittelten Genregulation zu einer Interaktion mit Untereinheiten der ATP-
abhängigen Chromatin-remodellierenden hSWI/SNF-Komplexe kommt. Die Untersuchungen 
diesbezüglich wurden im Zuge meiner Arbeit mit Hilfe des adenoviralen E2-Promotors des 
onkogenen Adenovirus-Serotyps 12 (im Folgenden als E2Ad12-Promotor bezeichnet) 
durchgeführt.  
 
4.1 Der E2Ad12-Promotor als Modellsystem 
Die adenovirale E2-Region kodiert für Proteine, einem Einzelstrang-DNA-Bindeprotein, dem 
Vorläufer des sog. Bellet-Proteins und der DNA-Polymerase, welche für die virale DNA-
Replikation während des produktiven Entwicklungszyklus von Adenoviren essentiell sind. 
Die Expression der E2-Region wird im Verlauf der adenoviralen Infektion durch den sog. E2-
Promotor gesteuert (Swaminathan und Thimmapaya, 1995). 
Die E2-Promotorregion des onkogenen Serotyps 12 umfaßt einen 420 bp langen 
Bereich des Ad12-Genoms (nt 25921-2550; Sprengel et al., 1994). Mutationsanalysen haben 
gezeigt, dass für die Aktivierung des E2Ad12-Promotors der Promotorbereich von nt -420 bis  
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-140 nicht essentiell ist. Die für die Transkriptionsaktivierung verantwortlichen cis-
regulatorischen Promotorelemente liegen in einem 140 bp-umfassenden Promotorbereich (nt 
25641 bis nt 25501 im adenoviralen Genom; Abb. 6), welcher die Konsensussequenzen für 
ein cAMP-Response-Element (im Folgenden als E2-CRE bezeichnet, nt -99 bis -92; relativ 
zum +1 definierten Transkriptionsstart; Abb. 6), ein E2F-Element (nt -89 bis -82; Abb. 6) und 
eine TATA-Box (nt -29 bis -24; Abb. 6) beinhaltet. Diese Transkriptionsfaktorbindestellen 
sind zwischen den Ad12 und Ad2/Ad5 E2-Promotoren konserviert. Die nicht-onkogenen 
Adenovirus-Serotypen 2 und 5 besitzen eine weitere Konsensussequenz für ein E2F-Element. 
Die E2F-Bindestelle, die für die Aktivierung des Ad2/5 E2-Promotors essentiell ist, spielt bei 
der Aktivierung des E2Ad12-Promotors keine Rolle (Swaminathan und Thimmapaya, 1995; 
Fax et al., 2000). Im Gegensatz zu dem Ad2/5 E2-Promotor verläuft die Aktivierung des 
Ad12 E2-Promotors ausschließlich über die zellulären Transkriptionsfaktoren CREB-1 und 
ATF-1.  
 
 
Abb. 6 Schematische Darstellung der minimalen E2-Promotorregion von Ad12. Der nach Sprengel et al. 
(1994) definierte E2Ad12-Promotorbereich ist schematisch dargestellt. Dieser Bereich umfaßt ein 140 bp langes 
Fragment des E2Ad12-Promotors (nt 25641 bis nt 25501 im adenoviralen Genom). Das E2-CRE-Element, die E2-
E2F-Erkennungssequenz und die TATA-Box sind dargestellt. Die Positionen und Sequenzen der 
Promotorelemente relativ zum Transkriptionsstartpunkt (+1) sind angegeben.  
 
Der E2Ad12-Promotor wird gleichermaßen von dem E1A12S- und dem E1A13S-Protein 
aktiviert. Mutationsanalysen haben gezeigt, dass der N-Terminus und die konservierte  
Region 1 (CR1) des E1A12S-Proteins für die Aktivierung des E2Ad12-Promotors essentiell sind 
(Moran, 1994; Lipinski et al., 1999). Das entscheidende Promotorelement für die E1A12S-
induzierte Transkription des E2Ad12-Promotors ist das E2-CRE, welches von den cAMP-
abhängigen Transkriptionsfaktoren CREB-1 und ATF-1 gebunden wird. Diese DNA-
sequenzspezifisch-bindenden Transkriptionsfaktoren rekrutieren ihrerseits das E1A12S-Protein 
an den viralen Promotor (Fax et al., 2000). Die anschließende Interaktion mit den zellulären 
Koaktivatoren CBP/p300, welche für das transaktivierende Potential der 
Transkriptionsfaktoren CREB-1/ATF-1 von entscheidender Bedeutung sind (Montminy, 
1997), führt zur Bildung eines ternären Komplexes, bestehend aus CREB-1/ATF-1, dem 
-99
+1
-29-89
T G A C G T C A T T T C C C G C T A T T T A
CRE E2F TATA 
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                                                                                                                                 4. 
Ergebnisse.doc 
 46
E1A12S-Protein und den Koaktivatoren CBP/p300. Hierbei wurde u. a. in unserer 
Arbeitsgruppe gezeigt, dass das Ad12 E1A12S-Protein mit der N-terminalen Domäne, der 
Kinase-Interaktions (KIX)-Domäne, der Cystein/Histidin-reichen (C/H3)-Domäne und der 
Glutamin-reichen C-terminalen (CAD) Aktivierungsdomäne von CBP/p300 interagieren kann 
(Kurokawa et al., 1998; Lipinski et al., 1999). Fax et al. (2000) haben gezeigt, dass das 
adenovirale E1A12S-Protein die HAT-Aktivität von CBP aktiviert und dass die 
Histonacetyltransferase (HAT)-Aktivität der Promotor-gebundenen Koaktivatoren CBP/p300 
für die Aktivierung des viralen E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein entscheidend ist.  
 
4.2 ATP-abhängige Chromatin-remodellierende Faktoren sind an der 
Aktivierung des E2Ad12-Promotors beteiligt 
Nach dem Eintritt in den Zellkern wird virale-, wie auch transient transfizierte DNA, durch 
die Wechselwirkung mit zellulären Histonen in Chromatin-ähnlichen Strukturen verpackt 
(Dery et al., 1985; Shenk, 1996; Luo et al., 1998). Dies ist ein notwendiger Prozess, der zum 
einen die DNA vor dem zellulären Abbau schützt und zum anderen die physiologische 
Struktur der Matrize für zelluläre RNA-Polymerase darstellt. 
Verschiedene in vitro und in vivo Studien haben belegt, dass Chromatin eine Barriere 
für die Transkription darstellt. Durch die nukleosomale Struktur wird die Assoziierung von 
RNA-Polymerase-II-Holoenzym am Zielpromotor reprimiert und dadurch die Initiation der 
Transkription inhibiert (Kornberg und Lorch, 1999). Die Überwindung dieser Repression 
geschieht durch die spezifische Rekrutierung von Chromatin-remodellierenden Faktoren, 
deren Aktivität zu einer lokalen und transienten Destabilisierung der nukleosomalen Struktur 
führt. Hierdurch können regulatorische Proteine bzw. Proteine der basalen 
Transkriptionsmaschinerie an ihre Zielsequenzen auf der DNA binden (s. Kap. 1.5; Kingston 
und Narlikar, 1999). 
Die Frage nach einer möglichen Beteiligung von ATP-abhängigen Chromatin-
remodellierenden humanen SWI/SNF-Komplexen (hSWI/SNF) an der E1A12S-vermittelten 
Genregulation und die Fähigkeit in Gegenwart von E1A12S die Expression des E2Ad12-
Promotors zu modulieren, wurde durch den Einsatz der ATPase-Untereinheiten der 
hSWI/SNF-Komplexe, BRG1 und BRM, welche als einzige Untereinheiten für die 
Chromatin-remodellierende Aktivität der Komplexe verantwortlich sind (Phelan et al., 2000), 
untersucht. Hierzu wurde in transienten Expressionsanalysen das Reporterkonstrukt 
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E2Ad12(140bp)-CAT (im weiteren Verlauf als E2Ad12-CAT bezeichnet; Abb. 7A) mit 
Expressionsvektoren für hBRG1 oder hBRM und/oder das E1A12S-Protein in KB-Zellen 
kotransfiziert. Erwartungsgemäß führte die transiente Expression des E1A12S-Proteins zu 
einer 7,9-fachen Aktivierung der CAT-Genexpression (Abb. 7B; Fax et al., 2000). Wie in 
Abb. 7B ebenfalls dargestellt, war in Abwesenheit des E1A12S-Proteins keine der eingesetzten 
ATPase-Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe in der Lage, die Transkription des 
Reportergens zu aktivieren. Die Koexpression von hBRM und das E1A12S-Protein bewirkte 
nur eine geringfügig erhöhte Aktivierung des Reporterkonstrukts (8,5-fach; Abb. 7B). 
Interessanterweise führte die Koexpression von hBRG1 und E1A12S zu einer 20-fach erhöhten 
Aktivierung des Reportergens (Abb. 7B).  
 
 
Abb. 7 hBRG1 kooperiert mit dem E1A12S-Protein bei der Aktivierung des E2Ad12-Promotors.  
A. Schematische Darstellung des eingesetzten Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT. Die CAT-Genexpression im 
Reporterkonstrukt E2Ad12-CAT wird durch ein 140bp-Fragment des E2Ad12-Promotors reguliert (nt 25641 bis nt 
25501 im adenoviralen Genom). Das E2-CRE-Element und die TATA-Box sind dargestellt. B. KB-Zellen 
wurden mit je 1 µg des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT und pRc/RSV-E1A12S-, pCG-hBRM- und pBJ5-hBRG1-
Expressionsvektor wie angegeben kotransfiziert. Die Menge an transfizierter DNA wurde durch Auffüllen mit 
dem Leervektor pRc/RSV konstant gehalten. Die CAT-Enzymaktivität wurde 24 h nach Transfektionsende 
bestimmt. Die relativen Aktivitäten entsprechen dem Mittelwert aus drei unabhängigen 
Transfektionsexperimenten. Die Promotoraktivität des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT in Anwesenheit des 
Leervektors pRc/RSV wurde als 1 normiert. C. Expression von hBRM in transfizierten Zellen. 
Gesamtzellextrakt aus KB-Zellen wurde mittels Western-Blot auf die Expression von hBRM überprüft.  
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Dass die Unfähigkeit von hBRM zur Aktivierung des E2Ad12-Promotors nicht auf eine 
ineffektive Expression dieses Proteins in den transfizierten Zellen zurückzuführen war, wurde 
durch Western-Blot-Analysen bestätigt (Abb. 7C). Aus diesen Ergebnissen konnte 
geschlossen werden, dass nur die hBRG1-Untereinheit an der E1A12S-vermittelten 
Aktivierung des E2Ad12-Promotors beteiligt ist.  
 
Zur weiteren Bestätigung einer Kooperation zwischen dem adenoviralen E1A12S-Protein 
und hBRG1 wurde das Gal4-Expressionssystem eingesetzt. Das Reporterkonstrukt G5-
E1B/TATA-CAT (enthält fünf Bindestellen für den Hefetranskriptionsfaktor Gal4) wurde 
hierzu mit einem pRc/RSV-Gal4-E1A12S- und/oder einem hBRG1-Expressionsvektor in KB-
Zellen transfiziert. Der Expressionsvektor pRc/RSV-Gal4-E1A12S kodiert für ein 
Fusionsprotein, bestehend aus der Gal4-DNA-Bindungsdomäne und dem E1A12S-Protein, 
welches einen Aktivator der CAT-Genexpression des Reporterkonstrukts G5-E1B/TATA-
CAT darstellt (Lipinski et al., 1997). 
Wie aus Abb. 8A ersichtlich, führte die Expression des Gal4-E1A12S-Proteins zu einer 
6,5-fachen Aktivierung des G5-E1BTATA-Promotorkonstrukts. Die Gal4-E1A12S-Protein-
abhängige Aktivität des Reportergens konnte durch die Koexpression von hBRG1 auf das 
14,5-fache erhöht werden (Abb.8A).  
Die Expression des Gal4-E1A12S-Fusionsproteins wird durch den gleichen RSV-
Promotor reguliert wie in dem pRc/RSV-E1A12S-Expressionsvektor. Um auszuschließen, dass 
die hBRG1-vermittelte Aktivierung nicht durch eine erhöhte Expression des E1A12S-Proteins 
vom kotransfizierten pRc/RSV-E1A12S-Expressionsvektor bewirkt wurde, wurden Western-
Blot-Analysen durchgeführt. Diese Untersuchungen haben bestätigt, dass die E1A12S-
Proteinexpression in den transfizierten Zellen in An- bzw. Abwesenheit von ectopisch 
exprimierten hBRG1 vergleichbar ist (Abb. 8B, obere Darstellung). Durch Behandlung 
desselben Blots mit einem Antikörper, der gegen die katalytische Untereinheit der 
Proteinkinase A gerichtet ist (anti-PKAα-cat, Abb. 8B, untere Darstellung), konnte 
ausgeschlossen werden, dass unterschiedliche Proteinmengen für die unterschiedlichen 
Signalstärken verantwortlich sind. Bei diesen Untersuchungen wurde auch die effektive 
Expression von hBRG1 in den transfizierten Zellen nachgewiesen (Abb. 8B, mittlere 
Darstellung).  
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Abb. 8 hBRG1 kooperiert mit dem E1A12S-Protein bei der Aktivierung der Reportergenexpression.  
A. KB-Zellen wurden mit 0,2 µg des Reporterkonstrukts G5-E1B/TATA-CAT und 1 µg des Gal4-E1A12S-
Expressionsvektors oder entsprechendem Leervektor, und 1 µg pBJ5-hBRG1 Expressionsvektor wie angegeben 
kotransfiziert. Die CAT-Enzymaktivität wurde 24 h später bestimmt. Die Promotoraktivität des 
Reporterkonstrukts G5-E1BTATA-CAT in Anwesenheit des Leervektors wurde als 1 normiert. Das 
Reporterkonstrukt ist schematisch dargestellt. 5XGal4 bezeichnet fünf Bindestellen für den 
Hefetranskriptionsfaktor Gal4. B. Expressionsnachweis des E1A12S-Proteins in transfizierten KB-Zellen. 
Gesamtzellextrakte von Kontroll-transfizierten, pRc/RSV-E1A12S- und/oder pBJ5-hBRG1-transfizierten Zellen 
wurden mittels Western-Blot mit dem anti-Ad12 E1A-Antiserum analysiert. Als Auftragungskontrolle wurde 
derselbe Blot mit einem Antikörper, der gegen PKAα-cat gerichtet ist, analysiert. Die Gesamtzellextrakte 
wurden zur Analyse der Expression von hBRG1 in transfizierten Zellen, unter Verwendung eines anti-hBRG1 
Antikörpers, eingesetzt. 
 
Zusammenfassend kann aus den oben beschriebenen transienten Expressionsanalysen 
geschlossen werden, dass von den getesteten ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden 
Faktoren nur hBRG1 bei der E1A12S-vermittelten Aktivierung des E2Ad12-Promotors in  
KB-Zellen eine Rolle spielt. Dagegen scheint hBRM nicht an der E1A12S-vermittelten 
Regulation des E2Ad12-Promotors in diesen Zellen beteiligt zu sein.  
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4.3 Die Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein und 
hBRG1 ist abhängig vom N-Terminus und der CR1-Domäne des 
adenoviralen Proteins 
In unserer Arbeitsgruppe wurde bereits gezeigt, dass das E1A12S-Protein von Ad12 neben der 
CR1-Domäne eine zweite, unabhängige Transaktivierungsdomäne im N-Terminus (As 1-29) 
enthält (Lipinski et al., 1997). Beide Transaktivierungsdomänen sind an der Aktivierung des 
E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein beteiligt (Moran, 1994; Fax et al., 2000). Um zu 
untersuchen, ob beide Domänen auch für die Kooperation mit hBRG1 zur Aktivierung des 
E2Ad12-Promotors notwendig sind, wurden transiente Expressionsanalysen durchgeführt.  
 
 
Abb. 9 Das E1A12S-Protein kooperiert mit hBRG1 zur Aktivierung des  E2Ad12-Promotors in 
Abhängigkeit vom N-Terminus und der CR1-Domäne des E1A12S-Proteins. A. KB-Zellen wurden mit 1 µg 
des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT und 1 µg pRc/RSV-E1A12S-Wildtyp und davon abgeleiteten Mutanten und 1 
µg pBJ5-hBRG1 Expressionsvektoren wie angegeben kotransfiziert. Die Menge an transfizierter DNA wurde 
durch Auffüllen mit dem Leervektor konstant gehalten. Die CAT-Enzymaktivität wurde 24 h nach 
Transfektionsende bestimmt. Die relativen Aktivitäten entsprechen dem Mittelwert aus drei unabhängigen 
Transfektionsexperimenten. Die Promotoraktivität des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT in Anwesenheit des 
Leervektors pRc/RSV wurde als 1 normiert. B. Kontrolle der Expression der E1A12S-Proteinmutanten in 
transfizierten Zellen. Gesamtzellextrakte aus KB-Zellen wurden mittels Western-Blot mit einem anti-Ad12 E1A-
Antiserum analysiert.  
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Hierzu wurde das Reporterkonstrukt E2Ad12-CAT mit den Expressionsvektoren für das 
E1A12S-Wildtyp-Protein und die davon abgeleiteten Proteinmutanten, bei denen der  
N-Terminus (As 1-29; ∆N/E1A12S) oder die CR1-Domäne (As 39-79; ∆CR1/E1A12S) deletiert 
wurde, und hBRG1 in KB-Zellen kotransfiziert. Wie in Abb. 9A dargestellt, war weder 
hBRG1 noch eine der eingesetzten E1A12S-Proteinmutanten allein in der Lage, die 
Transkription des Reportergens zu aktivieren. Die Koexpression von hBRG1 und den E1A12S-
Proteinmutanten führte zu einer starken Reduktion (∆N/E1A12S) oder einem vollständigen 
Verlust (∆CR1/E1A12S) der CAT-Expression (Abb. 9A).  
Dass die Reduktion oder der Verlust der hBRG1-vermittelten E2Ad12-
Promotoraktivierung nicht auf eine unterschiedliche Konzentration der E1A12S-
Proteinmutanten in den transfizierten Zellen zurückzuführen war, wurde durch Western-Blot-
Analysen bestätigt (Abb. 9B). Diese Daten beweisen, dass für die kooperative Aktivierung 
des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein und hBRG1 sowohl die N-terminale Domäne, 
als auch die CR1-Domäne des E1A12S-Proteins von entscheidender Bedeutung sind.  
 
4.4 Das E1A12S-Protein bindet in Abhängigkeit des N-Terminus und der 
CR1-Domäne an hBRG1 in vitro  
Die Daten aus den transienten Expressionsstudien zeigen, dass hBRG1 mit dem E1A12S-
Protein bei der Aktivierung des E2Ad12-Promotors kooperiert (s. Kap. 4.2 und 4.3). Eine 
Möglichkeit, wie die transkriptionsaktivierende Funktion von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor 
rekrutiert werden könnte, besteht daher in einer direkten Interaktion von hBRG1 mit dem 
E1A12S-Protein. Um zu prüfen, ob das E1A12S-Protein mit der ATPase-Untereinheit des 
hSWI/SNF-Komplexes BRG1 in vitro interagiert, wurden GST-Fusionsprotein-
Interaktionsanalysen (s. Kap. 3.16) mit verschiedenen GST-E1A12S-Fusionsproteinen und 
[35S]-markiertem, in vitro transkribiertem/translatiertem hBRG1 durchgeführt.  
Wie aus Abb. 10A ersichtlich, bindet hBRG1 an das E1A12S-Wildtyp-Protein (Spur 3). 
Die Deletion der N-terminalen Domäne (GST-∆N/E1A12S; Abb. 10A, Spur 4) oder der CR1-
Domäne (GST-∆CR1/E1A12S; Abb. 10A, Spur 5) bewirkt eine starke Reduktion des 
Bindungspotentials des E1A12S-Proteins an hBRG1. Ein Vergleich der Ergebnisse dieser in 
vitro-Bindungsstudien mit den transienten Expressionsanalysen zeigt, dass die Interaktion von 
BRG1 mit dem E1A12S-Protein mit der Fähigkeit dieser Proteine, den E2Ad12-Promotor zu 
aktivieren, korreliert (vgl. Abb. 7B, Abb. 9A und Abb. 10A). 
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Abb. 10 hBRG1 interagiert mit dem E1A12S-Protein in vitro. A. Für die GST-Fusionsprotein-
Interaktionsanalysen wurde in vitro translatiertes, [35S]-markiertes hBRG1 mit der GST-Proteindomäne (Spur 2) 
oder verschiedene GST-E1A12S-Fusionsproteine (Spuren 3 bis 5) wie angegeben inkubiert. Interagierende 
Proteine wurden eluiert, auf 6 %-SDS-Polyacrylamidgelen elektrophoretisch aufgetrennt und durch  
Fluorographie detektiert. Spur 1 repräsentiert des Inputs von [35S]-hBRG1. B. Kontrolle der Mengen der unter A 
eingesetzten GST-Fusionsproteine in den GST-Fusionsprotein-Interaktionsexperimenten. Gleiche Aliquots der 
GST-Fusionsproteine wurden auf 12 %-SDS-Polyacrylamidgelen elektrophoretisch aufgetrennt und durch 
Coomassie-Färbung detektiert. C. Saos2-Gesamtzellextrakt wurde mit der GST-Proteindomäne (Spur 2), GST-
E1A12S- oder GST-∆1-79/ E1A12S-Fusionsproteinen (Spuren 3 und 4) wie angegeben  inkubiert. Interagierende 
Proteine wurden eluiert, auf 6 %-SDS-Polyacrylamidgelen elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Western-
Blot mit einem anti-hBRG1-Antikörper analysiert. Als Western-Blot-Kontrolle wurde in der Spur 1 
Gesamtzellextrakt aus Saos2-Zellen aufgetragen. 
 
Interessanterweise haben die E1A12S-Proteinmutanten, welche kein oder nur ein 
schwaches Potential zur Kooperation mit hBRG1 bei der Aktivierung des E2Ad12-Promotors 
besitzen (Abb. 9A), nur eine geringe Affinität zu hBRG1 in vitro (Abb. 10A). Diese Daten 
verdeutlichen, dass eine physikalische Interaktion zwischen dem E1A12S-Protein und hBRG1 
im Prozeß der Aktivierung des E2Ad12-Promotors von Bedeutung ist.  
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Zur weiteren Bestätigung dieser Ergebnisse wurde das GST-E1A12S-Wildtyp-
Fusionsprotein oder die GST-E1A12S-Proteinmutante, bei der die CR1-Domäne und der N-
Terminus (As 1-79, ∆1-79/E1A12S) deletiert war, mit Gesamtzellextrakt aus Saos2-Zellen, die 
einen hohen Level an endogenem hBRG1 aufweisen, inkubiert (Abb. 10C). Wie aus den Abb. 
10C ersichtlich, bindet zelluläres hBRG1 an das E1A12S-Protein (Spur 3). Die Deletion der 
Aminosäuren 1-79 des E1A12S-Proteins führte zu einem Verlust der Interaktion mit BRG1 
(GST-∆1-79/E1A12S; Abb. 10C, Spur 4).  
Kontrollexperimente belegten, dass vergleichbare Mengen an GST-Fusionsproteinen in 
den in vitro Protein-Protein-Interaktionsanalysen eingesetzt wurden (Abb. 10B und Daten 
nicht gezeigt). Zusammenfassend kann aus diesen Untersuchungen geschlossen werden, dass 
das E1A12S-Protein mit hBRG1 in vitro interagiert und die N-terminale und die CR1-Domäne 
des adenoviralen E1A12S-Proteins für eine effiziente Interaktion essentiell sind.  
 
4.5 Die Interaktion von hBRG1 mit dem E1A12S-Protein ist abhängig 
von der HC- und der ATPase-Domäne des hBRG1-Proteins  
Die ATPase-Untereinheiten der ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden Komplexe 
werden aufgrund ihrer Homologie, die nicht die ATPase-Domäne betreffen, in 
unterschiedlichen Gruppen zusammengefaßt (s. Kap. 1.7; Muchardt und Yaniv, 1999). Die  
S. cerevisiae SWI2/SNF2-ähnliche Gruppe der ATPase-Untereinheiten, zu der u. a. auch 
hBRG1 gezählt wird, enthalten außer der hoch-konservierten ATPase-Domäne, eine 
Bromodomäne (BD) am C-terminalen Ende und zwei weitere konservierte Domänen, die sog. 
Prolin-reiche (PR) und die Highly-Charged (HC) Domäne, welche am N-terminalen Ende 
lokalisiert sind (Abb. 11A; Khavari et al., 1993).  
Zur Identifizierung von hBRG1-Proteindomänen, die an der Bindung des E1A12S-
Proteins beteiligt sind, wurden die einzelnen hBRG1-Proteindomänen (BRG1-PR: As 1-350; 
BRG1-HC: As 351-729; BRG1-ATPase: As 730-1480; BRG1-BD: As 1481-1647) kloniert 
und ihre Fähigkeit zur Interaktion mit dem E1A12S-Protein in GST-pull-down Experimenten 
(Fusionsprotein-Interaktionsanalysen) untersucht. Hierbei wurden jeweils die 35S-markierten, 
in vitro transkribierten/translatierten hBRG1-Proteindomänen mit dem GST-E1A12S-Wildtyp-
Fusionsprotein (Abb. 11B) oder den GST-E1A12S-Fusionsproteinmutanten (∆N/E1A12S, 
∆CR1/E1A12S und ∆1-79/E1A12S; Abb. 11C) inkubiert. Wie aus den Abbildungen 11B und 
11C ersichtlich, bindet sowohl die BRG1-HC- als auch die ATPase-Domäne an das E1A12S-
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Protein (GST-E1A12S; Spur 3). Die BRG1-PR- und Bromo-Domäne zeigen keine 
nachweisbare Affinität zu dem E1A12S-Protein in vitro (Abb. 11B, Spur 3). 
 
 
Abb. 11 Die Interaktion von hBRG1 und E1A12S-Protein ist HC-, ATPase-Domäne sowie N-terminus 
und CR1 abhängig. A. Schematische Darstellung des E1A12S-Proteins und hBRG1. Die grauen Rechtecke im 
E1A12S-Protein stellen die konservierten Regionen 1 und 2 (CR1, CR2) dar. Die gelben Rechtecke im hBRG1 
weisen auf die homologen Domänen [proline-rich (PR)-Domäne, highly charged (HC)-Domäne, ATPase-
Domäne und bromodomain (BD)-Domäne] innerhalb der ATPase-Untereinheiten von SWI/SNF-Gruppe der 
ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden Komplexe auf. B-C. Für die GST-Fusionsprotein-
Interaktionsanalysen wurden verschiedene in vitro translatierte, [35S]-markierte hBRG1-Proteindomänen mit der 
GST-Proteindomäne (Spur 2 in B und C) oder verschiedene GST-E1A12S-Fusionsproteine wie angegeben (Spur 
3 in B; Spuren 3 bis 6 in C) inkubiert. Interagierende Proteine wurden eluiert, auf SDS-Polyacrylamidgelen 
elektrophoretisch aufgetrennt und durch Fluorographie detektiert. Spur 1 (in B und C) repräsentiert jeweils den 
Input von [35S]-markierten hBRG1-Proteindomänen. 
 
Die BRG1-HC- und die ATPase-Domäne binden interessanterweise an überlappenden, 
wenn nicht identischen Domänen, die N-terminale Domäne und die CR1-Domäne, des 
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E1A12S-Proteins (GST-∆Ν/E1A12S, GST-∆CR1/E1A12S; Abb. 11C, Spur 4 und 5). Die 
Deletion der Aminosäuren 1-79 des E1A12S-Proteins führte zu einem Verlust der Interaktion 
mit den hBRG1-Domänen (GST-∆1-79/E1A12S; Abb. 11C, Spur 6). 
Kontrollexperimente belegten, dass vergleichbare Mengen an GST-Fusionsproteinen in 
den in vitro Protein-Protein-Interaktionsanalysen eingesetzt wurden (Daten nicht gezeigt). 
Diese Daten bestätigen, dass BRG1 mit dem E1A12S-Protein in vitro interagiert und dass für 
eine effiziente Interaktion die N-terminale Domäne und die CR1-Domäne des adenoviralen 
Proteins entscheidend sind. Zudem beweisen die hier durchgeführten Mutationsanalysen des 
hBRG1-Proteins, dass die BRG1-HC-Domäne und BRG1-ATPase-Domäne für die 
Interaktion mit dem E1A12S-Protein in vitro verantwortlich sind. 
 
4.6 Die E1A12S/hBRG1-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors 
wird durch die Expression von hBRG1-Proteinmutanten inhibiert 
Durch die Ergebnisse der Protein-Protein-Interaktionsanalysen in vitro wurde der Nachweis 
erbracht, dass hBRG1 in Abhängigkeit von der HC- und der ATPase-Domäne an das E1A12S-
Protein in vitro bindet (s Kap. 4.4 und 4.5). Um zu untersuchen, welche der hBRG1-
Proteindomänen für die E1A12S/BRG1-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors in vivo 
verantwortlich ist, wurden die klonierten hBRG1-Proteindomänen (s. Kap. 4.5) in sog. 
„squelching-type“-Studien eingesetzt. Hierzu wurde in KB-Zellen in Gegenwart des E2Ad12-
Promotorkonstrukts, das E1A12S-Protein und das hBRG1-Wildtyp-Protein jeweils mit 
verschiedenen hBRG1-Proteindomänen (hier als Myc-Epitop-Fusionsproteine) koexprimiert 
(Abb. 12A).  
Wie in Abb. 12A dargestellt, führte die Koexpression der BRG1-PR-Domäne, die an 
das E1A12S-Protein in vitro nicht bindet (Abb. 11B), nur zu einer geringen Reduktion der 
E2Ad12-Promotoraktivität. Die hBRG1-PR-Domäne hat keine signifikante Ähnlichkeit zu den 
bisher bekannten Proteinsequenzen (Papoulas et al., 2001) und ihre Funktion ist bis heute 
nicht geklärt. Die Koexpression der BRG1-HC-Domäne oder der ATPase-Domäne bewirkte 
dagegen eine starke Reduktion (ATPase-Domäne) oder einen vollständigen Verlust (HC-
Domäne) der hBRG1/E1A12S-induzierten Expression des Reportergens E2Ad12-CAT (Abb. 
12A). Diese Ergebnisse korrelieren mit den Daten aus den in vitro Protein-Protein-
Interaktionsanalysen, welche gezeigt haben, dass diese Domänen für die Bindung an das 
E1A12S-Protein verantwortlich sind (Abb. 11B und 11C). In Übereinstimmung mit diesen 
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Ergebnissen zeigen die Daten anderer Arbeitsgruppen, dass sowohl die BRG1-HC-Domäne 
als auch die ATPase-Domäne für die transkriptionell aktivierende Funktion der SWI2/SNF2-
Gruppe der ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden Faktoren eine entscheidende Rolle 
spielen (Johnston et al., 1999). 
 
 
Abb. 12 Die HC-Domäne und die Bromodomäne des hBRG1-Proteins inhibieren die E1A12S/hBRG1-
vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors. A. KB-Zellen wurden mit 1 µg des Reporterkonstrukts E2Ad12-
CAT, 1 µg pRc/RSV-E1A12S-Wildtyp, 1 µg pBJ5-hBRG1, 2 µg pcDNA-BRG1-PR, 2 µg pcDNA-BRG1-HC, 2 
µg pcDNA-BRG1-ATPase und 2 µg pcDNA-BRG1-BD Expressionsvektoren wie angegeben kotransfiziert. Die 
Menge an transfizierter DNA wurde durch Auffüllen mit dem Leervektoren konstant gehalten. Die CAT-
Enzymaktivität wurde 24 h nach Transfektionsende bestimmt. Die relativen Aktivitäten entsprechen dem 
Mittelwert aus drei unabhängigen Transfektionsexperimenten. Die Promotoraktivität des Reporterkonstrukts 
E2Ad12-CAT in Anwesenheit des Leervektors pcDNA wurde als 1 normiert. B. Kontrolle der Expression der 
BRG1-Domänen, als Fusionsproteine mit einem C-terminalen Myc-Epitop, in transfizierten Zellen. 
Gesamtzellextrakte aus KB-Zellen wurden mittels Western-Blot mit einem anti-Myc-Antikörper analysiert.  
 
Interessanterweise verursachte die Koexpression der BRG1-Bromodomäne, die keine 
nachweisbare Affinität zu dem E1A12S-Protein in vitro aufweist (Abb. 11B), ebenfalls einen 
starken Verlust der hBRG1/E1A12S-induzierten Aktivität des E2Ad12-Promotors (Abb. 12A). 
Die Bromodomäne kommt in einer Vielzahl von in der Transkriptionsregulation beteiligten 
Proteinen, wie z. B. Histon-acetyltransferasen (HATs) und SWI2/SNF2-Gruppe der ATP-
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abhängigen Chromatin-remodellierenden Faktoren, vor (Denis, 2001). Es wurde gezeigt, dass 
die Bromodomäne mit hoher Affinität an acetylierten Histonproteinen bindet (Owen et al., 
2000).  
In transienten Expressionsanalysen, in denen nur die hBRG1-Proteindomänen in 
Anwesenheit des E1A12S-Proteins nicht aber des hBRG1-Wildtyp-Proteins koexprimiert 
wurden, wurden die gleichen Auswirkungen auf die E1A12S/endogene-hBRG1-induzierte 
Aktivierung des E2Ad12-Promotors beobachtet (Daten nicht gezeigt).  
Western-Blot-Analysen der für die transienten Expressionsanalysen eingesetzten 
Gesamtzellextrakte bestätigten, dass die hBRG1-Proteindomänen in vergleichbaren 
Konzentrationen in den transfizierten KB-Zellen vorhanden waren (Abb. 12B), so dass ein 
Verlust oder eine Reduktion der E2Ad12-Promotoraktivität in vivo nicht auf unterschiedliche 
Mengen der hBRG1-Proteindomänen in den transfizierten Zellen zurückzuführen ist. Die hier 
durchgeführten „squelching-type“-Studien mit verschiedenen hBRG1-Proteindomänen deuten 
darauf hin, dass bei der E1A12S/hBRG1-induzierten Aktivierung des E2Ad12-Promotors der 
sog. „Highly-Charged“ Region und der Bromodomäne des hBRG1-Proteins eine 
entscheidende Rolle zukommt. 
 
4.7 Die ATPase-Untereinheit BRG1 der hSWI/SNF-Komplexe 
interagiert mit dem E1A12S-Protein in vivo 
Die bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, dass hBRG1 mit dem E1A12S-Protein interagiert 
und dass diese Interaktion zu der E1A12S/hBRG1-induzierten Aktivierung des E2Ad12-
Promotors entscheidend beiträgt. Als nächstes sollte daher geklärt werden, ob die native 
hBRG1-Untereinheit und das E1A12S-Protein auch in vivo interagieren.  
Zu diesem Zweck wurden in KB-Zellen durch Transfektion der entsprechenden 
Vektoren, das E1A12S-Wildtyp-Protein oder die ∆1-79/E1A12S-Proteinmutante (als Myc-
Epitop gekoppelte Fusionsproteine) transient exprimiert. Die Immunpräzipitationen wurden 
mit einem gegen das Myc-Epitop gerichteten Antikörper (Abb. 13A) oder einem anti-hBRG1 
spezifischen Antiserum (Abb. 13B; Schnitzler et al., 1998) durchgeführt (s. Kap. 3.17). 
Gebildete Immunkomplexe wurden anschließend im Western-Blot mit spezifischen 
Antikörpern gegen hBRG1, hBRM und Ini1 (eine von den BRG1-assoziierten Faktoren;  
Abb. 13A) oder einem anti-Ad12 E1A-Antiserum (Abb. 13B) analysiert. 
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Wie in Abb. 13A dargestellt, wurde das hBRG1-Protein mit dem gegen das Myc-Epitop 
der E1A12S-Fusionsproteine gerichteten Antikörper kopräzipitiert (Abb. 13A, Spur 3,  
obere Darstellung). Im Gegensatz hierzu führte die Deletion der Aminosäuren 1-79  
(∆1-79/E1A12S/Myc) zu einem Verlust des Bindungspotentials des E1A12S-Mutantenproteins 
an die ATPase-Untereinheit des hSWI/SNF-Komplexes (Abb. 13A, Spur 4,  
obere Darstellung), so dass BRG1 nicht kopräzipitiert werden konnte. 
Die Interaktion zwischen dem E1A12S-Protein und hBRG1 und die entscheidende Rolle 
der Aminosäuren 1-79 des E1A12S-Proteins bei dieser Interaktion in vivo wurde durch die 
Kopräzipitation des adenoviralen Wildtyp-Proteins, mit einem anti-hBRG1 spezifischen 
Antiserum aus Kernextrakten der transfizierten KB-Zellen, zusätzlich bestätigt (Abb. 13B, 
Spuren 3 und 4). Keine hBRG1- oder E1A12S-spezifischen Signale (Präzipitationen) waren in 
Immunkomplexen aus Kontroll-transfizierten Zellen nachzuweisen (Abb. 13A und 13B,  
Spur 2).  
 
Wie im Kap. 1.7 beschrieben, sind in humanen Zellen bisher zwei ySWI2/SNF2-
ähnliche Proteine, BRM und BRG1, identifiziert worden. Diese ATPase-Untereinheiten 
kommen in unterschiedlichen hSWI/SNF-Komplexe vor (Nie et al., 2000). Um zu 
untersuchen, ob das E1A12S-Protein mit anderen hSWI/SNF-Komplexen, welche hBRM als 
ATPase-Untereinheit beinhalten, interagiert, wurden die gebildeten Immunkomplexe nach der 
Präzipitation mit einem gegen das myc-Epitop der E1A12S-Fusionsproteine gerichteten 
Antikörper im Western-Blot mit einem spezifischen Antikörper gegen hBRM analysiert. Wie 
in Abb. 13A (mittlere Darstellung) gezeigt, kam es weder in Anwesenheit des E1A12S-
Wildtyp-Proteins noch des ∆1-79/E1A12S-Proteins zu einer nachweisbaren Anreicherung der 
hBRM-Untereinheit (Abb. 13A, Spuren 3 und 4). Diese Beobachtung ist in Übereinstimmung 
mit den Daten aus den transienten Expressionsanalysen, in denen die Koexpression der 
hBRM-Untereinheit keine Änderung der E1A12S-vermittelten Aktivierung des E2Ad12-
Promotors bewirkte (Abb. 7B).  
 
Die hSWI/SNF-Komplexe sind große Multimere von ca. 11 Proteinuntereinheiten 
(Wang et al., 1996; Martens und Winston, 2003). Einige dieser Untereinheiten kommen in 
verschiedenen hSWI/SNF-Komplexen vor (Phelan et al., 2000; Katsani et al., 2003). Um zu 
untersuchen, ob andere BAFs (BRG1 associated factors) mit dem 
Transkriptionsfaktorkomplex, bestehend aus E1A12S und BRG1 in vivo assoziiert vorliegen, 
wurden die gebildeten Immunkomplexe nach der Präzipitation mit dem gegen das Myc-
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Epitop der E1A12S-Fusionsproteine gerichteten Antikörper, im Western-Blot mit einem anti-
Ini1 spezifischen Antikörper analysiert. Interessanterweise zeigte die E1A12S-Proteinmutante 
(∆1-79/E1A12S), die zur Interaktion mit hBRG1 in vivo nicht mehr in der Lage war, auch 
keine nachweisbare Affinität zu Ini1 (Abb. 13A, Spur 4, untere Darstellung). Im Gegensatz 
dazu wurde die Ini1-Untereinheit mit dem gegen das Myc-Epitop des E1A12S-Wildtyp-
Fusionsproteins gerichteten Antikörper kopräzipitiert (Abb. 13A, Spur 3, untere Darstellung).  
 
 
Abb. 13  hBRG1 interagiert mit dem E1A12S-Protein in vivo. KB-Zellen wurden mit Expressionsvektoren für 
das E1A12S-Wildtyp-Protein oder das ∆1-79/E1A12S-Proteinmutante (A, als Fusionsproteine mit einem C-
terminalen Myc-Epitop) oder dem entsprechendem Leervektor wie angegeben transfiziert. Die Zellen wurden 48 
h später lysiert und die Kernextrakte mit einem anti-Myc-Antikörper (A) oder einem anti-hBRG1-Antiserum (B) 
inkubiert. Gebildete Immunkomplexe wurden auf  SDS-Polyacrylamidgelen elektrophoretisch aufgetrennt und 
mittels Western-Blot mit den links angegebenen Antikörpern analysiert. Als Western-Blot-Kontrolle wurde in 
der Spur 1 Gesamtzellextrakt aus Saos2-Zellen (A) oder einer Ad12 E1-transformierten Zelllinie (HEK12, 
Whittaker et al., 1984; B) aufgetragen. 
 
Identische Ergebnisse wurden für die in vivo Interaktionen der BAF57 und BAF155 
Untereinheiten mit dem E1A12S-Protein in Western-Blot Analysen ermittelt (Daten nicht 
gezeigt). Diese Ergebnisse sind in Übereinstimmung mit Daten anderer Arbeitsgruppen und 
deuten darauf hin, dass die ATPase-Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe in vivo mit 
einer Reihe von BAFs assoziiert vorliegen (Sif et al., 1998; Wang et al., 1998).  
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Western-Blot-Analysen der für die Immunpräzipitationen eingesetzten Kernextrakte 
bestätigten, dass das E1A12S-Protein und die E1A12S-Proteinmutante in vergleichbaren 
Konzentrationen in den transfizierten KB-Zellen vorhanden waren (Daten nicht gezeigt), so 
dass ein Verlust der Interaktion zwischen hSWI/SNF-Untereinheiten und dem E1A12S-Protein 
in vivo nicht auf Unterschiede in der Proteinkonzentration der E1A12S-Proteine in den Zellen 
zurückzuführen ist. Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse deutlich, dass das E1A12S-
Protein nur dann mit ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden hSWI/SNF-Komplexen 
in vivo interagiert, wenn diese BRG1 als die ATPase-Untereinheit enthalten. Ein Vergleich 
der transienten Expressionsanalysen mit den Protein-Protein-Interaktionsanalysen in vitro und 
in vivo belegt, dass diese Interaktion entscheidend zu der E1A12S-vermittelten Aktivierung des 
adenoviralen E2Ad12-Promotors in vivo beiträgt. 
 
4.8 hBRG1 ist an der PKA-vermittelten Aktivierung des E2Ad12-
Promotors beteiligt  
Eine Voraussetzung für die Aktivierung cAMP-induzierbarer Gene durch den cAMP/PKA-
abhängigen Signaltransduktionsweg ist die spezifische Phosphorylierung der CRE-bindenden 
Transkriptionsfaktoren CREB-1/ATF-1 durch die katalytische Untereinheit (C-Untereinheit) 
des PKA-Holoenzyms (Hagiwara et al., 1993). Die PKA-vermittelte Serinphosphorylierung 
von CREB-1/ATF-1 ermöglicht die Rekrutierung der zellulären Koaktivatoren CBP/p300, die 
für die Aktivierung cAMP/PKA-abhängiger Promotoren entscheidend sind (Mayr et al., 
2001).  
Da der E2Ad12-Promotor über das E2-CRE reguliert wird, an welches die cAMP/PKA-
abhängigen Transkriptionsfaktoren CREB-1 und ATF-1 binden (s. Kap. 1.8 und 4.1), kann 
die Expression des E2Ad12-Promotors durch die PKA-C-Untereinheit vermittelte 
Phosphorylierung der Transkriptionsfaktoren CREB-1/ATF-1 aktiviert werden. Um zu 
untersuchen, ob die ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden Faktoren zu der PKA-
induzierten Aktivierung des CREB-abhängigen E2Ad12-Promotors beitragen, wurde in 
Anwesenheit des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT die katalytische Untereinheit Cα der PKA 
(PKA-Cα), hBRG1 oder hBRM in KB-Zellen transient koexprimiert. Wie in Abb. 14 
dargestellt, war ohne die PKA-Cα-Untereinheit keine der eingesetzten ATPase-
Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe in der Lage, die Transkription des Reportergens zu 
aktivieren. Die Expression der katalytischen Untereinheit Cα der PKA ergab eine 6-fache 
                                                                                                                                 4. 
Ergebnisse.doc 
 61
Aktivierung des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT (Abb. 14). Die Koexpression von hBRG1 
bewirkte eine 24,3-fach erhöhte Aktivierung der Expression des Reportergens (Abb. 14). Im 
Vergleich dazu führte die Koexpression von hBRM nur zu einer 10-fachen Aktivierung des 
Reporterkonstrukts (Abb. 14). 
 
 
Abb. 14 hBRG1 ist bei der Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch die katalytische Untereinheit der 
cAMP-abhängigen Proteinkinase A (PKA-Cα) beteiligt. KB-Zellen wurden mit je 1 µg des 
Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT und RSV-CHO-PKA-Cα, pCG-hBRM und pBJ5-hBRG1 Expressionsvektoren 
wie angegeben kotransfiziert. Die Menge an transfizierter DNA wurde durch Auffüllen mit dem Leervektor 
pRc/RSV konstant gehalten. Die CAT-Enzymaktivität wurde 24 h nach Transfektionsende bestimmt. Die 
relativen Aktivitäten entsprechen dem Mittelwert aus drei unabhängigen Transfektionsexperimenten. Die 
Promotoraktivität des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT in Anwesenheit des Leervektors pRc/RSV wurde als 1 
normiert. 
 
Diese Ergebnisse beweisen, dass die ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden 
hSWI/SNF-Komplexe in einem PKA-abhängigen Signalweg zur Aktivierung der Expression 
CREB-abhängiger Gene beitragen. Obwohl die PKA-induzierte Aktivierung des CREB-
abhängigen E2Ad12-Promotors durch die Koexpression der beiden ATPase-Untereinheiten der 
hSWI/SNF-Komplexe erhöht wird, kommt der hBRM-Untereinheit hierbei nur eine 
untergeordnete Rolle zu (Abb. 14). Zusammenfassend kann aus den hier durchgeführten 
transienten Expressionsanalysen geschlossen werden, dass vor allem die hBRG1 als ATPase-
Untereinheit enthaltenden hSWI/SNF-Komplexe entscheidend zu der PKA-induzierten 
Aktivierung des CREB-abhängigen E2Ad12-Pomotors in KB-Zellen beitragen. In diesen Zellen 
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kann die Funktion von hBRG1 nicht durch hBRM ersetzt werden. Zudem wurde durch diese 
Daten der erste Beweis für eine Beteiligung der hSWI/SNF-Komplexe an der PKA-
vermittelte Aktivierung von CREB-abhängigen Promotoren erbracht. 
 
4.9 Die ATPase-Untereinheiten BRG1 und BRM der hSWI/SNF-
Komplexe tragen zu der PKA-vermittelten Aktivierung des E2Ad12-
Promotors in hBRG1- und hBRM-defizienten Zelllinien bei  
Zur weiteren Analyse bezüglich der Rolle der ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden 
SWI/SNF-Komplexen bei der Aktivierung des E2Ad12-Pomotors, wurden transiente 
Expressionsstudien in SW13- und C33A-Zellen, welche einen kaum nachweisbaren Level an 
endogenem BRG1 bzw. BRM aufweisen, vorgenommen.  
Die Kotransfektion des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT mit einem Expressionsvektor, 
der die katalytische PKA Untereinheit Cα exprimiert, führte in SW13-Zellen zu einer  
2,5-fachen Aktivierung der Expression des Reportergens (Abb. 15). Die Koexpression von 
hBRG1 führte zu einer 10,5-fach erhöhten Aktivierung der Expression des Reportergens 
(Abb. 15). Interessanterweise führte auch die Koexpression von hBRM in diesen Zellen zu 
einer stark erhöhten Aktivierung des E2Ad12-Promotors (13,5-fach; Abb. 15). Diese 
Ergebnisse unterstützen die Daten der Arbeitsgruppe von Knudsen, die gezeigt haben, dass 
die Funktion von hBRG1 in SW13-Zellen durch hBRM kompensiert werden kann  
(Strobeck et al., 2002).  
 
Überraschenderweise bewirkte die Koexpression des E1A12S-Proteins mit den ATPase-
Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexen in SW13-Zellen sowie in C33A-Zellen nur eine 
geringfügig erhöhte Aktivierung des E2Ad12-Promotors (Daten nicht gezeigt). Western-Blot-
Analysen der für die transienten Expressionsanalysen eingesetzten Gesamtzellextrakte 
bestätigten, dass eine Reduktion der hBRG1-bewirkten E2Ad12-Promotoraktivierung nicht auf 
eine ineffektive Expression des E1A12S-Proteins in den transfizierten Zellen zurückzuführen 
ist (Daten nicht gezeigt). Zudem zeigen die Chromatin-Immunpräzipitation-Analysen, dass es 
in C33A-Zellen zu einer E1A12S-induzierten Assoziierung von hBRG1 an den E2Ad12-
Promotor kommt (s. Kap. 4.10, Abb. 16B). Hierdurch kann die Unfähigkeit von hBRG1 an 
den E2Ad12-Promotor zu assoziieren, als einen möglichen Grund für die geringe 
E1A12S/BRG1-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors, ausgeschlossen werden.  
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Die Unfähigkeit des E1A12S-Proteins in Abhängigkeit von ATPase-Untereinheiten der 
hSWI/SNF-Komplexe den E2Ad12-Promotor in BRG1- bzw. BRM-defizienten Zelllinien zu 
aktivieren, kann möglicherweise in diesen Zellen auf das Fehlen oder einen Funktionsverlust 
von Faktoren, die in die E1A12S-SWI/SNF-induzierte Aktivierung des adenoviralen Promotors 
involviert sind, zurückzuführen sein. Hierfür sprechen auch die Daten anderer 
Arbeitsgruppen, die zeigen, dass in diesen Zellen die stark verminderte oder fehlende 
Expression einer Vielzahl von hSWI/SNF-abhängigen Genen durch eine ectopische 
Expression von BRG1 nur zum Teil wiederhergestellt werden kann (Liu et al., 2001;  
Reisman et al., 2002).  
 
 
Abb. 15 In hBRG1- und hBRM-defizienten Zelllinien tragen beide ATPase-Untereinheiten der 
hSWI/SNF-Komplexe zur PKA-Cα-vermittelten Aktivierung des E2Ad12-Promotors bei. SW13-Zellen 
wurden mit je 1 µg des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT und RSV-CHO-PKA-Cα, pCG-hBRM und pBJ5-
hBRG1 Expressionsvektoren wie angegeben kotransfiziert. Die Menge an transfizierter DNA wurde durch 
Auffüllen mit dem Leervektor pRc/RSV konstant gehalten. Die CAT-Enzymaktivität wurde 24 h nach 
Transfektionsende bestimmt. Die relativen Aktivitäten entsprechen dem Mittelwert aus drei unabhängigen 
Transfektionsexperimenten. Die Promotoraktivität des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT in Anwesenheit des 
Leervektors pRc/RSV wurde als 1 normiert. 
 
Eine weitere Möglichkeit für die Unfähigkeit des E1A12S-Proteins in Abhängigkeit von 
ATPase-Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe in diesen Zelllinien den E2Ad12-Promotor 
zu aktivieren, könnte im Fehlen oder einer verringerten Expression von anderen 
Untereinheiten der SWI/SNF-Komplexe, die in der E1A12S/BRG1-vermittelten Aktivierung 
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des Promotors eine Rolle spielen, liegen. Obwohl in diesen Zelllinien außer BRG1 und BRM 
alle andere hSWI/SNF-Untereinheiten vorhanden sind, wurde eine verminderte Expression 
einiger dieser Untereinheiten nachgewiesen (DeCristofaro et al., 2001). Es konnte weiterhin 
in den SW13-Zellen gezeigt werden, dass es zwar zur Assoziierung der Untereinheiten und 
zur Bildung von SWI/SNF-Komplexen kommt, diese Komplexe jedoch durch das Fehlen 
einiger Untereinheiten nicht vollständig sind (Rando et al., 2002).  
 
Da die Koexpression der katalytische PKA-Untereinheit Cα mit den ATPase-
Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe, BRG1 und BRM, in SW13-Zellen eine stark 
erhöhte Aktivierung des E2Ad12-Promotors bewirkt (Abb. 15), kann davon ausgegangen 
werden, dass für die PKA-SWI/SNF-vermittelte Aktivierung die Anwesenheit von Faktoren, 
die für die E1A12S-SWI/SNF-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors in diesen Zellen 
notwendig sind, nicht erforderlich ist, oder dass durch den PKA-vermittelten 
Aktivierungsmechanismus die Funktion dieser Faktoren ersetzt bzw. wieder hergestellt 
werden kann.  
 
4.10 hBRG1 assoziiert an den E2Ad12-Promotor in vivo  
Die ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden Komplexe sind durch die Funktion ihrer 
ATPase-Untereinheiten in der Lage die Energie von ATP-Hydrolyse zur Destabilisierung von 
DNA/Histon Interaktionen zu verwenden. Diese ATP-abhängigen Änderungen in der 
Chromatinstruktur bewirken eine erhöhte DNA-Zugänglichkeit und erleichtern die Interaktion 
anderer an dem Transkriptionsprozess beteiligter Proteine mit der DNA. (Kingston und 
Narlikar, 1999; Becker und Hörz, 2002). 
Da die Ergebnisse der transienten Expressionsanalysen in KB-Zellen den Nachweis 
erbracht haben, dass hBRG1 an der Aktivierung der Transkription des CREB-abhängigen 
E2Ad12-Promotors beteiligt ist (s. Kap.4.2 und 4.8), wurde untersucht, ob es im Verlauf der 
Aktivierung des adenoviralen E2Ad12-Promotors in vivo zu einer Assoziierung von hBRG1 an 
den E2Ad12-Promotor kommt und welche Rolle dem adenoviralen E1A12S-Protein hierbei 
zukommt. Diese Fragestellungen wurden durch Chromatin-Immunpräzipitationen (CHIP) 
analysiert. Weiterhin sollte in diesen Studien geklärt werden, ob es in BRG1- bzw. BRM-
defizienten Zelllinien, in denen die Koexpression des E1A12S- und des BRG1-Proteins nur zu 
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einer geringfügig erhöhten Aktivierung des E2Ad12-Promotors geführt hat (s. Kap. 4.9), zu 
einer Assoziierung von BRG1 an den E2Ad12-Promotor kommt.  
Hierzu wurde das E2Ad12-Reporterkonstrukt mit Expressionsvektoren für das E1A12S-
Protein und/oder hBRG1 in KB-Zellen bzw. C33A-Zellen kotransfiziert und mit einem gegen 
hBRG1 gerichteten Antiserum immunpräzipitiert (s. Kap. 3.18.1). Die präzipitierte E2Ad12-
Promotor-DNA wurde anschließend mit spezifischen Oligonukleotiden für den E2Ad12-
Promotor über PCR detektiert.  
 
 
Abb. 16 Der E2Ad12-Promotor ist mit hBRG1 in vivo assoziiert. KB-Zellen wurden mit dem 
Reporterkonstrukt E2Ad12-CAT und pRc/RSV-E1A12S und pBJ5-hBRG1 Expressionsvektoren wie angegeben 
kotransfiziert. Die Menge an transfizierter DNA wurde durch Auffüllen mit dem Leervektor konstant gehalten. 
40 h nach Transfektionsbeginn wurde die DNA präpariert, ultraschallbehandelt, mit einem anti-hBRG1-
Antiserum (Spuren 6 bis 9) oder Kontroll-Antiserum (normales Kaninchen IgG, Spur 5) immunpräzipitiert und 
durch PCR mit spezifischen Oligonukleotiden für den E2Ad12-Promotor analysiert. Aliquots der 
ultraschallbehandelten DNA wurden vor der Immunpräzipitation analysiert (Total; Spuren 1 bis 4). Die Position 
der E2Ad12-Promotorfragmente ist links, der Molekulargewichtstandard rechts angegeben. Die Spuren 10 und 11 
zeigen die PCR-Kontrollen. 
 
Wie aus Abb. 16 ersichtlich, bindet ectopisch exprimiertes BRG1 an den E2Ad12-
Promotor in vivo (Abb. 16A und 16B, Spur 9). Die Koexpression des E1A12S-Proteins führte 
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allerdings zu einem starken Anstieg der Anzahl an präzipitierten E2Ad12-Promotorfragmenten 
(Abb. 16A und 16B, Spur 8). Auch die Expression des E1A12S-Proteins allein bewirkte in 
beiden Zelllinien die Assoziierung des endogenen BRG1-Proteins an den E2Ad12-Promotor 
(Abb. 16A und 16B, Spur 7). Da ein Kontroll-Antikörper nicht zu einer Präzipitation des 
E2Ad12-Promotors führte (Abb. 16A und 16B, Spuren 5 und 6), wurde aus diesen Ergebnissen 
geschlossen, dass hBRG1 mit dem adenoviralen E2Ad12-Promotor in vivo assoziiert ist, und 
dass das E1A12S-Protein, zumindest teilweise, für die Rekrutierung der ATPase-Untereinheit 
des hSWI/SNF-Komplexes BRG1 an den E2Ad12-Promotor verantwortlich ist. Weiterhin 
verdeutlichen die Ergebnisse der Abb. 16B, dass es auch in den C33A-Zellen zu einer 
Assoziierung der BRG1 an den E2Ad12-Promotor kommt. Hierdurch kann ausgeschlossen 
werden, dass die geringe E1A12S/BRG1-vermittelte E2Ad12-Promotoraktivierung in BRG1-
defizienten Zellen auf die nicht vorhandene BRG1-Bindung an den Promotor  
zurückzuführen ist.  
 
Um zu untersuchen, ob es in einem PKA-abhängigen Signalweg auch zur Assoziierung 
von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor kommt, wurden ebenfalls CHIP-Analysen in KB-Zellen 
mit dem E2Ad12-Reporterkonstrukt und Expressionsvektoren für die katalytische Untereinheit 
Cα der PKA und/oder hBRG1 durchgeführt. Wie in Abb. 17 gezeigt, führte der Einsatz eines 
Kontroll-Antikörpers nicht zu einer Präzipitation des E2Ad12-Promotors (Spur 5). Die 
Expression der PKA Cα-Untereinheit bewirkte eine effiziente Bindung von endogenen BRG1 
an den E2Ad12-Promotor (Abb. 17, Spur 7). Während die Überexpression von BRG1 allein zu 
einer, wenn auch schwachen, Präzipitation der E2Ad12-Promotorfragmente führte (Abb. 17, 
Spur 8), wurde nach der Koexpression der PKA Cα-Untereinheit und hBRG1 ein starker 
Anstieg der Menge an präzipierten E2Ad12-Promotorfragmenten detektiert (Abb. 17, Spur 9). 
Diese Ergebnisse bestätigen die Daten aus den transienten Expressionsanalysen (s. Kap. 4.8), 
welche die Beteiligung ATP-abhängiger Chromatin-remodellierender hSWI/SNF-Komplexe 
an der PKA-vermittelten Aktivierung des CREB-abhängigen E2Ad12-Promotors gezeigt haben. 
Die Daten der CHIP-Analysen zeigen weiterhin, dass es in einem PKA-abhängigen 
Signalweg zu einer Rekrutierung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor kommt. 
 
Um erste Hinweise auf einen Rekrutierungsmechanismus der hBRG1-Untereinheit an 
den E2Ad12-Promotor zu erhalten, wurden CHIP-Analysen in KB-Zellen mit dem E2Ad12-CAT 
Reporterkonstrukt oder der Promotormutante E2Ad12∆CRE-CAT, bei der das E2-CRE-
Promotorelement deletiert wurde, und Expressionsvektoren für hBRG1, das E1A12S-Protein 
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bzw. die ∆1-79/E1A12S-Proteinmutante durchgeführt. Hierbei sollte geklärt werden, ob der N-
Terminus und die CR1-Domäne des E1A12S-Proteins, welche für die Bindung des E1A12S-
Proteins an hBRG1 in vitro und in vivo verantwortlich sind (s. Kap. 4.4 und 4.7), bei der 
Rekrutierung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor in vivo eine Rolle spielen. Zudem sollte in 
diesen Untersuchungen nachgewiesen werden, dass die Assoziierung von hBRG1 an den 
E2Ad12-Promotor vom Vorhandensein des E2-CRE-Promotorelements abhängig ist. 
 
 
Abb. 17 Die katalytische Untereinheit Cα der PKA bewirkt die Bindung von hBRG1 an den E2Ad12-
Promotor in vivo. KB-Zellen wurden mit dem Reporterkonstrukt E2Ad12-CAT und pRc/RSV-E1A12S (A), RSV-
CHO-PKA-Cα (B) und pBJ5-hBRG1 Expressionsvektoren wie angegeben kotransfiziert. Die Menge an 
transfizierter DNA wurde durch Auffüllen mit dem Leervektor konstant gehalten. 40 h nach Transfektionsbeginn 
wurde die DNA präpariert, ultraschallbehandelt, mit einem anti-hBRG1-Antiserum (Spuren 6 bis 9) oder 
Kontroll-Antiserum (normales Kaninchen IgG, Spur 5) immunpräzipitiert und durch PCR mit spezifischen 
Oligonukleotiden für den E2Ad12-Promotor analysiert. Aliquots der ultraschallbehandelten DNA wurden vor der 
Immunpräzipitation analysiert (Total; Spuren 1 bis 4). Die Position der E2Ad12-Promotorfragmente ist links, der 
Molekulargewichtstandard rechts angegeben. Die Spuren 10 und 11 zeigen die PCR-Kontrollen. 
 
Wie in Abb. 18 dargestellt, führte die Koexpression des E1A12S-Wildtyp-Proteins und 
BRG1 erwartungsgemäß zu der Präzipitation des E2Ad12-Promotors (Abb. 18, Spur 5 und s. 
Abb. 16A). Bei der Koexpression der ∆1-79/E1A12S-Proteinmutante und hBRG1 wurde nur 
ein sehr schwaches E2Ad12-Promotorsignal detektiert (Abb. 18, vgl. Spuren 5 und 7). Die 
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Promotormutante E2Ad12∆CRE-CAT konnte in Anwesenheit des E1A12S-Proteins und hBRG1 
mit dem anti-hBRG1 gerichteten Antiserum nicht präzipitiert werden (Abb. 18, Spur 6).  
 
 
Abb. 18 Die Assoziierung von hBRG1 mit dem E2Ad12-Promotor in vivo ist von E2-CRE sowie vom N-
Terminus und der CR1-Domäne des E1A12S-Proteins abhängig. KB-Zellen wurden mit dem 
Reporterkonstrukt E2Ad12-CAT (Spuren 1, 3, 4, 5 und 7) oder mit dem Reporterkonstrukt E2Ad12∆CRE-CAT 
(Spuren 2 und 6) und pRc/RSV-E1A12S oder pRc/RSV-∆1-79/E1A12S und pBJ5-hBRG1 Expressionsvektoren 
wie angegeben kotransfiziert. 40 h nach Transfektionsbeginn wurde die DNA präpariert, ultraschallbehandelt, 
mit einem anti-hBRG1-Antiserum (Spuren 5 bis 7) oder Kontroll-Antiserum (normales Kaninchen IgG, Spur 4) 
immunpräzipitiert und durch PCR mit spezifischen Oligonukleotiden für den E2Ad12-Promotor analysiert. 
Aliquots der ultraschallbehandelten DNA wurden vor der Immunpräzipitation analysiert (Total; Spuren 1, 2 und 
3). Die Position der E2Ad12-Promotorfragmente ist links, der Molekulargewichtstandard rechts angegeben. Die 
Spuren 8 und 9 zeigen die PCR-Kontrollen. 
 
Diese Experimente zeigen, dass der transkriptionsinaktive Promotor nicht mit hBRG1 
assoziiert ist, möglicherweise bedingt durch das Fehlen der Bildung des 
Transaktivatorkomplexes bestehend aus CREB-1/ATF-1, dem E1A12S-Protein und den 
Acetylasen p300/CBP. Weiterhin beweisen diese Daten, dass der N-Terminus und die CR1-
Domäne des E1A12S-Proteins, welche für die E1A12S-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-
Promotors essentiell sind (Moran, 1994; Lipinski et al., 1999), auch bei der Rekrutierung von 
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hBRG1 an den E2Ad12-Promotor in vivo von entscheidender Bedeutung sind (Abb. 18, vgl. 
Spuren 5 und 7).  
 
4.11 Die Histondeacetylase-1 inhibiert die hBRG1-vermittelte 
Aktivierung des E2Ad12-Promotors  
Die intrinsische Histonacetyltransferase (HAT)-Aktivität der Koaktivatoren CBP/p300 ist für 
die Aktivierung der Transkription CRE-regulierter Promotoren von entscheidender Bedeutung 
(Korzus et al., 1998). Zahlreiche Studien haben demonstriert, dass das E1A12S-Protein mit den 
zellulären Koaktivatoren CBP/p300 interagiert und dass diese Interaktion zur Aktivierung der 
Histonacetyltransferase (HAT)-Aktivität von CBP/p300 führt (Bannister und Kouzarides 
1996; Ait-Si-Ali et al., 1998). Daten aus unserer Arbeitsgruppe belegen, dass dem CBP/p300-
vermittelten Acetylierungsprozess von Histonproteinen eine wichtige Rolle bei der 
Aktivierung des adenoviralen E2Ad12-Promotors zukommt und dass die Histondeacetylase-1 
(HDAC1) die E1A12S-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors weitgehend reprimiert 
(Fax et al., 2000). 
Sowohl die Histonacetyltransferasen, als auch die ATP-abhängigen Chromatin-
remodellierenden Komplexe, tragen durch die Destabilisierung der repressiv wirkenden 
nukleosomalen Struktur zur Aktivierung der Transkription bei (Fyodorov und Kadonaga, 
2001; Peterson, 2002). Da meine Daten beweisen, dass die Funktion von hBRG1 für die 
Aktivierung des CREB-abhängigen E2Ad12-Promotors entscheidend ist, sollte untersucht 
werden, ob die Überexpression von hBRG1 den Effekt von Histondeacetylase-1 zu 
kompensieren vermag und ob zwischen der E1A12S/hBRG1-induzierten Aktivierung des 
E2Ad12-Promotors und dem CBP/p300-vermittelten Acetylierungsprozess der Histonproteine 
eine Verbindung besteht.  
Hierzu wurde in transienten Expressionsanalysen in KB-Zellen, die das 
Reporterkonstrukt E2Ad12-CAT enthielten, in Ab- oder Anwesenheit von Histondeacetylase-1 
das E1A12S-Protein und/oder hBRG1 exprimiert. Wie in Abb. 19A dargestellt, führte 
erwartungsgemäß die Koexpression des E1A12S-Proteins und HDAC1 zu einer Reduzierung 
der Aktivität des Reportergens (Fax et al., 2000). Interessanterweise wurde auch die 
E1A12S/hBRG1-induzierte Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch Kotransfektion von 
HDAC1 stark reprimiert (Abb. 19A). Hierbei konnte durch die Überexpression von hBRG1 
keine erhöhte Aktivierung des E2Ad12-Promotors beobachtet werden (Abb. 19A ; vgl. 
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E1A12S/HDAC1 und E1A12S/BRG1/HDAC1). Dass die Reduktion der E2Ad12-
Promotoraktivität durch die HDAC1 nicht auf eine verminderte Expression des E1A12S-
Proteins oder hBRG1 in den transfizierten Zellen zurückzuführen war, wurde durch Western-
Blot-Analysen der für die transienten Expressionsanalysen eingesetzten Gesamtzellextrakte 
bestätigt (Daten nicht gezeigt). Aufgrund dieser Daten kann angenommen werden, dass ein 
Zusammenhang zwischen der Histonacetylierung durch CBP/p300 und der hBRG1-
vermittelten Aktivierung des E2Ad12-Promotors besteht.  
 
In weiteren Experimenten gleicher Art wurde der Einfluß von HDAC1 auf die 
PKA/BRG1-induzierte E2Ad12-Promotoraktivierung untersucht. Wie in Abb. 19B dargestellt, 
führte die Koexpression der HDAC1 zu der Reduktion der PKA-induzierten Expression des 
Reportergens. Auch die PKA/hBRG1-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors wurde in 
Anwesenheit von HDAC1 stark reprimiert (Abb. 19B). 
In diesen Experimenten, sowohl in Anwesenheit der katalytische Untereinheit Cα der 
PKA als auch des E1A12S-Proteins, konnte der HDAC1-bewirkten Repression des E2Ad12-
Promotors durch eine Erhöhung der Konzentration von ectopisch-exprimierten hBRG1 nicht 
entgegengewirkt werden (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse beweisen, dass ein 
Zusammenhang zwischen der Histonacetylierung und der Funktion von hSWI/SNF-
Komplexen bei der Aktivierung des CREB-abhängigen E2Ad12-Promotors besteht. Diesen 
Daten zur Folge ist die Fähigkeit der hBRG1-Untereinheit zur Aktivierung des E2Ad12-
Promotors von der Acetylierung der Histonproteinen durch den zellulären Koaktivatoren 
CBP/p300 abhängig.  
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Abb. 19 Die Histondeacetylase HDAC1 reprimiert die hBRG1-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-
Promotors. KB-Zellen wurden mit 1 µg des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT und je 1 µg pRc/RSV-E1A12S (A), 
RSV-CHO-PKA-Cα (B), pCMV-HA-HDAC1 und pBJ5-hBRG1 Expressionsvektoren wie angegeben 
transfiziert. Die Menge an transfizierter DNA wurde durch Auffüllen mit dem Leervektor konstant gehalten. Die 
CAT-Enzymaktivität wurde 24 h nach Transfektionsende bestimmt. Die relativen Aktivitäten entsprechen dem 
Mittelwert aus drei unabhängigen Transfektionsexperimenten. Die Promotoraktivität des Reporterkonstrukts 
E2Ad12-CAT in Anwesenheit der Leervektoren wurde als 1 normiert. 
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4.12 Die Assoziierung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor wird durch 
die Aktivität des CBP-Inhibitors Roscovitine und die 
Histondeacetylase-1 inhibiert  
In transienten Expressionsanalysen wurde der Nachweis erbracht, dass die hBRG1-vermittelte 
Aktivierung des E2Ad12-Promotors von der Acetylierung der Histonproteine abhängig ist und 
durch die Koexpression von Histondeacetylase-1 stark reprimiert werden kann (s. Kap. 4.11). 
Nun stellte sich die Frage, ob die Acetylierung von Histonproteinen für die Rekrutierung von 
hBRG1 an den E2Ad12-Promotor in vivo von Bedeutung ist. Diese Fragestellung wurde durch 
Chromatin-Immunpräzipitationen (CHIP) analysiert. Hierzu wurde das E2Ad12-
Reporterkonstrukt mit Expressionsvektoren für das E1A12S-Protein, hBRG1 und/oder HDAC1 
in KB-Zellen kotransfiziert. Anschließend wurden die Promotor-DNA-Proteinkomplexe mit 
einem gegen hBRG1 gerichteten Antiserum oder mit einem anti-Acetyl Histon H4-Antiserum 
immunpräzipitiert und die präzipitierten E2Ad12-Promotor-Sequenzen mit spezifischen 
Oligonukleotiden für den E2Ad12-Promotor über PCR detektiert. 
Wie in Abb. 20 dargestellt, führte die Expression des E1A12S-Proteins (Spur 3) und die 
Koexpression mit hBRG1 (Spur 6) zu einer effektiven Präzipitation des E2Ad12-Promotors mit 
dem anti-hBRG1 Antiserum. Die Präzipitation mit einem anti-H4-Antiserum zeigte, dass es in 
Anwesenheit des E1A12S-Proteins zu einer erhöhten Acetylierung von Histon H4 kommt 
(Abb. 20, vgl. Spuren 2 und 3). Diese Ergebnisse bestätigten die Daten von Fax et al. (2000), 
in denen eine Aktivierung der HAT-Aktivität von CBP durch das E1A12S-Protein 
nachgewiesen wurde. Erstaunlicherweise führte eine Überexpression von hBRG1 sowohl in 
Ab- als auch in Anwesenheit des E1A12S-Proteins zu einer erhöhten Acetylierung des 
Promotor-assoziierten Histons H4 (Abb. 20, Spuren 4 und 6). Dies lässt vermuten, dass durch 
die Funktion von hBRG1, dem Remodellieren der Chromatinstruktur, die CBP/p300-
vermittelte Acetylierung der Histone H4 erleichtert wird und dass möglicherweise beide 
Komplexe in gegenseitiger Abhängigkeit zur Aktivierung der Transkription des E2Ad12-
Promotors beitragen.  
Die Überexpression von HDAC1 wirkte in allen Ansätzen der Acetylierung von 
Promotor-assoziiertem Histon H4 entgegen (Abb. 20, Spuren 5, 7-8, und 10). Bei der 
Überexpression von HDAC1 wurde interessanterweise eine starke Abnahme der mit dem  
anti-hBRG1 Antiserum präzipierten E2Ad12-Promotor-DNA beobachtet (Abb. 20, Spuren 7 
und 8). Dies deutet darauf hin, dass zumindest die Acetylierung der Promotor-assoziierten 
Histone H4 für die Bindung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor von Bedeutung ist.  
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Abb. 20 Die Histondeacetylase HDAC1 und der CBP-Inhibitor Roscovitine inhibieren die Assoziierung 
von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor in vivo. KB-Zellen wurden mit dem Reporterkonstrukt E2Ad12-CAT und 
pRc/RSV-E1A12S und pBJ5-hBRG1 Expressionsvektoren, in Ab- oder Anwesenheit des pCMV-HA-HDAC1-
Expressionsvektors (Spuren 5, 7, 8 und 10) oder in Anwesenheit von Roscovitine (Spur 9), wie angegeben 
kotransfiziert. Die Menge an transfizierter DNA wurde durch Auffüllen mit dem Leervektor konstant gehalten. 
Roscovitine wurde 30 h nach Transfektion in einer Konzentration von 25 µM in das Zellkulturmedium gegeben.  
40 h nach Transfektionsbeginn wurde die DNA präpariert, ultraschallbehandelt, mit einem anti-hBRG1-
Antiserum (mittlere Darstellung) oder einem anti-Acetyl-H4-Antiserum (untere Darstellung) oder Kontroll-
Antiserum (normales Kaninchen IgG, mittlere und untere Darstellung, Spur 1) immunpräzipitiert und durch PCR 
mit spezifischen Oligonukleotiden für den E2Ad12-Promotor analysiert. Aliquots der ultraschallbehandelten DNA 
wurden vor der Immunpräzipitation analysiert (Total; obere Darstellung). Die Position der E2Ad12-
Promotorfragmente ist unten links, der Molekulargewichtstandard rechts angegeben. Die Spuren 11 und 12 
zeigen die PCR-Kontrollen. 
 
Zur Bestätigung dieser Daten wurde Roscovitine, ein Reagenz, das durch die 
Inhibierung der CyclinE/cdk2-vermittelten Phosphorylierung von CBP/p300 die Aktivierung 
der HAT-Funktion dieser Koaktivatoren verhindert (Ait-Si-Ali et al., 1998), eingesetzt. Wie 
in Abb. 20 dargestellt, wurde in Gegenwart von Roscovitine die E1A12S-induzierte HAT-
Aktivität von CBP/p300 weitgehend gehemmt (mittlere Darstellung; Spur 9). Auch die 
Bindung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor wurde in Anwesenheit von Roscovitine 
effizient inhibiert (Abb. 20, untere Darstellung; Spur 9).  
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Transiente Expressionsstudien mit dem Acetylase-Inhibitor Roscovitine zeigen, dass die 
E1A12S/hBRG1-abhängige Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch Roscovitine, in der für 
die CHIP-Analysen eingesetzten Konzentration (25 µM), stark reprimiert wird (Daten nicht 
gezeigt). Western-Blot-Analysen der für die transienten Expressionsanalysen eingesetzten 
Gesamtzellextrakte bestätigten, dass die E1A12S- und hBRG1-Proteinexpression in den 
transfizierten Zellen in Ab- bzw. Anwesenheit von Roscovitine vergleichbar war (Daten nicht 
gezeigt). Die verminderte Bindung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor in vivo sowie die 
Reduktion der E2Ad12-Promotoraktivität in Anwesenheit von Roscovitine sind somit nicht auf 
unterschiedliche Konzentrationen dieser Proteine in den Zellen zurückzuführen. 
Aus diesen Ergebnissen konnte geschlossen werden, dass der Histonacetyltransferase 
(HAT)-Aktivität der zellulären Koaktivatoren CBP/p300 eine wichtige Funktion bei der 
Assoziierung der ATPase-Untereinheit der hSWI/SNF-Komplexe BRG1 an den adenoviralen 
E2Ad12-Promotor zukommt. Hierbei könnte durch die Acetylierung der Histonproteine in der 
E2Ad12-Promotorregion die Nukleosomenstruktur so geändert werden, dass hBRG1 oder 
möglicherweise auch weitere Komponenten der Chromatin-remodellierenden hSWI/SNF-
Komplexe an den Promotor binden können. Weiterhin könnten durch die Acetylierung der 
Histonproteine in der E2Ad12-Promotorregion Bindestellen für die Assoziierung von hBRG1 
geschaffen werden bzw. die Bindung von hBRG1 an den Promotor stabilisiert werden. 
Hierfür sprechen die Ergebnisse der „squelching-type“-Studien, in denen die Bromodomäne 
der hBRG1-Untereinheit, welche mit hoher Affinität an acetylierten Histonproteinen bindet 
(Owen et al., 2000; Denis, 2001), eine starke Repression der E1A12S/hBRG1-vermittelten 
Aktivierung des E2Ad12-Promotors bewirkte (s. Kap. 4.6). 
Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass für die Aktivierung des E2Ad12-Promotors 
eine Kooperation zwischen den beiden Gruppen der Chromatin-remodellierenden Komplexe, 
den Histonacetylasen und den ATP-abhängigen hSWI/SNF-Komplexen, notwendig ist und 
dass die Rekrutierung von diesen Chromatin-modifizierenden und Chromatin-
remodellierenden Faktoren durch das virale Protein effizient koordiniert wird. 
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5. Diskussion 
Die E1A-Proteine der Adenoviren sind als Transkriptionsfaktoren für die Aktivierung der 
Expression der adenoviralen Transkriptionseinheiten (E1B, E2, E3, E4 und L1-L5) essentiell 
(Berk, 1986). Neben der Regulation der viralen Gene kann die Expression zellulärer Gene 
durch E1A-Proteine sowohl positiv als auch negativ moduliert werden (Brockmann und 
Esche, 1995). Die E1A-Proteine besitzen keine sequenzspezifische DNA-Bindeaktivität 
(Ferguson et al., 1985) und vermitteln ihre genregulatorischen Funktionen durch Protein-
Protein-Interaktionen mit spezifischen zellulären Faktoren wie z. B. DNA-sequenzspezifisch-
bindenden Transkriptionsfaktoren, Repressoren zellulärer Transkriptionsfaktoren, Faktoren 
des basalen Transkriptionsapparates oder zellulären Koaktivatoren (s. Kap 1.4). Da die virale 
DNA, ähnlich wie die zelluläre DNA, im Zellkern in einer Chromatinstruktur organisiert 
vorliegt, ist die Interaktion der E1A-Proteine mit Chromatin-remodellierenden Faktoren, wie 
z. B. Histonacetyltransferasen oder ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden 
Komplexen, für die Aktivierung der Expression der adenoviralen und die Modulation der 
Expression zellulärer Gene, von besonderer Bedeutung. 
Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Frage nach einer möglichen Interaktion von 
Komponenten ATP-abhängiger Chromatin-remodellierender hSWI/SNF-Komplexe mit E1A-
Proteinen. Als Modellsystem für die Untersuchungen wurde der adenovirale E2Ad12-Promotor 
verwendet, dessen Aktivierung durch das E1A12S-Protein reguliert wird.  
Durch meine Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass das E1A12S-Protein mit den 
ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden hSWI/SNF-Komplexen, welche BRG1 als 
ATPase-Untereinheit enthalten, interagiert (s. Kap. 5.1). Diese Interaktion trägt entscheidend 
zu der Aktivierung des adenoviralen E2Ad12-Promotors bei (s. Kap. 5.2). Zudem zeigen die 
Untersuchungen zum Aktivierungsmechanismus des E2Ad12-Promotors, dass die Acetylierung 
von promotorassoziierten Histonen eine Voraussetzung für die E1A12S/hBRG1-induzierte 
Aktivierung des E2Ad12-Promotors ist (s. Kap. 5.3). Diese Daten lassen den Schluss zu, dass 
für die Aktivierung des E2Ad12-Promotors eine Kooperation beider Gruppen der Chromatin-
remodellierenden Komplexe, den Histonacetyltransferasen und den ATP-abhängigen 
hSWI/SNF-Komplexen, für die Aktivierung des E2Ad12-Promotors notwendig ist. 
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5.1 Die ATPase-Untereinheit BRG1 der Chromatin-remodellierende 
hSWI/SNF-Komplexe interagiert mit dem E1A12S-Protein  
Änderungen in der Chromatinstruktur bei der Aktivierung oder Reprimierung der Expession 
von Genen erforderen die enzymatische Aktivität von Histonacetyltransferasen (HATs), 
Histondeacetylasen (HDACs) und Nukleosom-remodellierenden Faktoren, wie z. B. 
SWI/SNF-Komplexen (Cheung et al., 2000; Aalfs und Kingston, 2000). E1A-Onkoproteine 
können bei der Regulation der Transkription viraler sowie spezifischer zellulärer Gene die 
Aktivität der Chromatin-modifizierenden Faktoren, direkt oder indirekt beeinflussen  
(s. Kap 1.8). Es wurde mehrfach belegt, dass die E1A-Proteine an zelluläre Koaktivatoren mit 
HAT-Aktivität, wie z. B. CBP/p300 und PCAF, binden und dass diese Bindung für die 
Regulation der Genexpression durch die E1A-Proteine von essentieller Bedeutung ist  
(s. Kap 1.4).  
In humanen Zellen wurden, wie in Kap. 1.7 beschrieben, verschiedene hSWI/SNF-
Komplexe identifiziert. Diese Komplexe unterscheiden sich voneinander durch das 
Vorkommen der BRM- oder der BRG1-ATPase-Untereinheit sowie einiger anderer 
BRG1/BRM-assoziierter Faktoren (BAFs). Die beiden hoch homologen ATPase-
Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe sind über die Bindung an zelluläre Faktoren  
(z. B. p105RB) an der Regulation der Zell-Proliferation und -Differenzierung beteiligt. Über 
die Interaktion mit nukleären Rezeptoren, wie z. B. dem Glucocorticoid- und dem Östrogen-
Rezeptor, sind sie zudem in der Aktivierung der Transkription eine Reihe Hormon-abhängiger 
Gene involviert (Strober et al., 1996; Nie et al., 2000; Belandia et al., 2002). Trotz der 
funktionellen Gemeinsamkeiten scheint es, dass diese ATPase-Untereinheiten (hBRG1, 
hBRM) ihre biologischen Funktionen in den SWI/SNF-Komplexen an unterschiedlichen 
Genen der Zelle ausüben. So konnte beispielsweise bei einigen hSWI/SNF-abhängigen 
Promotoren gezeigt werden, dass nur eine dieser ATPase-Untereinheiten, hBRG1 oder 
hBRM, zur Regulation der Expression des jeweiligen Gens beteiligt ist (Cosma, 2002; Kadam 
und Emerson 2003). Die Chromatin-remodellierende Aktivität dieser ATPasen wird durch die 
Interaktion mit spezifischen Transkriptionsfaktoren an den Promotor rekrutiert. Die 
Funktionen der anderen Proteinuntereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe sind noch 
weitgehend unbekannt. 
 
Durch die Protein-Protein-Interaktionsanalysen konnte im Zuge meiner Arbeit eine 
direkte Interaktion des E1A12S-Proteins mit den ATP-abhängigen Chromatin-
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remodellierenden hSWI/SNF-Komplexen nachgewiesen werden. Hierbei wurde in dem von 
mir verwendeten experimentellen System allerdings eine Interaktion nur mit der ATPase-
Untereinheit BRG1 der hSWI/SNF-Komplexe und nicht mit BRM beobachtet (s. Kap. 4.7). 
Meine Untersuchungen belegen weiterhin, dass das E1A12S-Protein mit hBRG1 sowohl  
in vitro als auch in vivo interagiert (s. Kap. 4.4 und 4.7). Als die für diese Interaktion 
verantwortlichen Proteindomänen wurden, durch Verwendung von Proteinmutanten, der  
N-Terminus und die CR1-Domäne des E1A12S-Proteins, sowie die HC- und die ATPase-
Domäne von hBRG1 identifiziert (s. Kap. 4.4 und 4.5). 
Eine Interaktion zwischen viralen transaktivierenden Proteinen und den ATP-
abhängigen Chromatin-remodellierenden hSWI/SNF-Komplexen ist nicht auf das adenovirale 
E1A12S-Protein beschränkt. So konnte beispielsweise die Interaktion von HIV-1 Integrase 
(Kalpana et al., 1994), c-Myc (Cheng et al., 1999), ALL1 (Rozenblatt-Rosen et al., 1998), 
EBNA2 (Wu et al., 2000) und HPV-18 E1 (Lee et al., 1999) mit einer der Core-
Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe (Ini1) gezeigt werden. Diese Interaktionen tragen 
zu den genregulierenden Funktionen dieser Transkriptionsfaktoren bei. Zudem zeigen Daten 
der Arbeitsgruppe von Choe, dass das HPV E7-Protein mit hBRG1 interagiert und dass diese 
Interaktion für die transaktivierende Funktion des viralen Proteins von Bedeutung ist  
(Lee et al., 2002). Interessanterweise erfolgt diese Interaktion über die HC- und ATPase-
Domäne des hBRG1-Proteins, welche auch für die Bindung des E1A12S-Proteins an hBRG1 
verantwortlich sind (s. Kap. 4. 5). 
 
Schon frühere Studien über die Funktionen von E1A-Proteinen in S. cerevisiae haben 
eine Interaktion der adenoviralen E1A-Onkoproteine mit ySWI/SNF-Komplexen vermuten 
lassen (Miller et al., 1996; Mymryk und Smith, 1997). So wurde z. B. beobachtet, dass die 
Überexpression von E1A-Wildtyp-Proteinen, in Abhängigkeit vom N-Terminus und der CR1-
Domäne, in Hefezellen zu Phänotypen mit einem verringerten Wachstum führt. Hefestämme 
mit Mutationen in einer der Komponenten der ySWI/SNF-Komplexe zeigten jedoch keine 
Sensitivität gegenüber einer Überexpression von E1A-Proteinen. Diese Beobachtungen ließen 
die Autoren vermuten, dass ySWI/SNF-Komplexe für die Funktion der E1A-Proteine 
entscheidend sind und somit möglicherweise zelluläre Zielproteine der E1A-Onkoproteine 
darstellen. Diese Vermutungen wurden durch meine Daten, welche den Beweis für eine 
Interaktion des E1A12S-Proteins mit SWI/SNF-Komplexen in humanen Zellen erbracht haben, 
bestätigt. Zudem zeigen meine Ergebnisse, dass der N-Terminus und die CR1-Domäne des 
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E1A12S-Proteins für die Bindung an hBRG1 in vitro und in vivo verantwortlich sind  
(s. Kap. 4.4, 4.5 und 4.7).  
 
Die hSWI/SNF-Komplexe sind an der Regulation der Expression Zellzyklus-
regulierender Gene beteiligt (s. Kap. 1.7). Hinweise hierfür sind Beobachtungen, dass viele 
Tumorzelllinien Mutationen zumindest in einer der Untereinheiten dieser Komplexe 
aufweisen (DeCristofaro et al., 2001). Zudem wurde gezeigt, dass Komponenten der 
hSWI/SNF-Komplexe direkt mit einer Reihe von Zellzyklus-regulierenden Proteinen 
interagieren (s. Kap 1.7; Bochar et al., 2000; Muchardt und Yaniv, 2001; Lee et al., 2002 ). 
Eines der wichtigsten, solcher die Proliferation regulierenden Proteine ist das p105RB-
Protein. Es spielt bei der Kontrolle der Expression von Genen, welche für den Übergang von 
G1- zur S-Phase des Zellzyklus benötigt werden, wie u. a. cyklin E, myb und E2F1, eine 
essentielle Rolle. 
Studien mit hBRG1- und hBRM-defizienten humanen Zelllinien (z. B. C33A- oder 
SW13-Zellen) haben gezeigt, dass für eine Inaktivierung des Transkriptionsfaktors E2F durch 
p105RB die Anwesenheit einer der ATPase-Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe 
entscheidend ist (Zhang et al., 2000; Strobeck et al., 2001). Umgekehrt wurde gezeigt, dass 
die hBRG1-induzierte Arretierung der Zellen in der G1-Phase von einem funktionellen 
p105RB-Protein abhängig ist. Hierbei wurde eine Interaktion der beiden ATPase-
Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe mit dem p105RB-Protein mehrfach nachgewiesen 
(Strober et al., 1996; Zhang et al., 2000; Strobeck et al., 2000). Dass nicht nur die ATPase-
Untereinheiten durch ihre Interaktion mit p105RB an der Regulation des Zellzyklus beteiligt 
sind, wurde durch die Überexpression von Ini1, einer der Core-Komponenten der hSWI/SNF-
Komplexe, gezeigt (Versteege et al., 2002). Interessanterweise konnte in allen diesen Studien 
der p105RB-hSWI/SNF-induzierte Zellzyklus-Arrest durch die Expression der adenoviralen 
E1A-Proteine aufgehoben werden (Dunaief et al., 1994). Als möglichen Mechanismus für 
diese E1A-induzierte Aufhebung des Zellzyklus-Arrestes diskutierten die Autoren eine 
Kompetition der E1A-Proteine mit hBRG1 um die Bindung an p105RB. Dies wurde durch die 
Identifizierung des sog. LXCXE-Motivs in der Prolin-reichen Domäne von hBRG1, einem 
Aminosäuresequenzmotiv, welches für die Bindung an p105RB verantwortlich ist und auch in 
anderen p105RB-bindenden Proteinen wie z. B. HDAC1 und HDAC2, HPV E7 und SV40 T-
Antigen sowie in den adenoviralen E1A-Proteinen vorkommt, unterstützt (Dunaief et al., 
1994). 
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Die im Zuge meiner Arbeit nachgewiesene Interaktion des E1A12S-Proteins mit hBRG1 
bringt neue Einsichten in die E1A-induzierte Zellzyklus-Regulation. So könnte zusätzlich zur 
Bindung des E1A-Proteins an das p105RB-Protein die direkte Interaktion der E1A-Proteine 
mit dem hSWI/SNF-Komplex als möglicher Grund der E1A-bewirkten Aufhebung des 
Zellzyklus-Arrestes in Frage kommen. Hierfür sprechen auch Daten der Arbeitsgruppe von 
Dean, die gezeigt haben, dass Mutationen in der LXCXE-Bindedomäne von p105RB, welche 
die Interaktion von p105RB mit E1A-Proteinen stark reprimiert, keinen Einfluss auf die 
Bindung von hBRG1 an das p105RB-Protein haben (Dahiya et al., 2000; Zhang et al., 2000). 
So kann zumindest eine Kompetition der E1A-Proteine mit hBRG1 um die Bindung an das 
p105RB-Protein nicht als einziger Mechanismus für die Aufhebung des hSWI/SNF-p105RB-
induzierten Zellzyklus-Arrestes in Betracht gezogen werden. Dies sollte durch weitere 
Analysen mit E1A- bzw. hBRG1-bindungsdefizienten Proteinmutanten zukünftig verifiziert 
werden. 
 
5.2 Regulation der Genexpression durch das E1A12S-Proteine und 
hSWI/SNF-Komplexe  
Die SWI/SNF-Komplexe stellen unter den Energie-abhängigen Chromatin-remodellierenden 
Komplexen die am besten charakterisierten Komplexe dar. Außer Beteiligung an der 
Regulation zellulärer Prozesse, wie z. B. Genexpression, DNA-Replikation und  
DNA-Reparatur, spielen die hSWI/SNF-Komplexe auch bei viralen Replikationszyklen von 
DNA-Viren und Retroviren eine wichtige Rolle. Die Interaktion der Ini1-Untereinheit der 
hSWI/SNF-Komplexe mit dem HPV E1-Protein ist z. B. bei der Replikation des humanen 
Papilomavirus essentiell (Lee et al., 1999). Die hSWI/SNF-Komplexe, die BRM als ATPase-
Untereinheit besitzen, sind auch bei der Expression retroviraler Gene von der in das 
Wirtsgenom integrierten Provirus-DNA von entscheidender Bedeutung (Mizutani  
et al., 2002).  
Es wurde mehrfach belegt, dass die ATPase-Untereinheiten der SWI/SNF-Komplexe 
die aus der ATP-Hydrolyse gewonnene Energie zur Änderung der nukleosomalen Struktur 
verwenden. In Abhängigkeit von den in vitro verwendeten Systemen konnten hierbei 
verschiedene Mechanismen, wie z. B. Änderungen in der Topologie der DNA (Havas et al., 
2000) oder die Verschiebung von Histon-Octameren entlang der DNA (cis-movement; 
Whitehouse et al., 1999), beobachtet werden. Es wird vermutet, dass durch solchen 
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Mechanismen in Promotorbereichen der entsprechenden Gene, Nukleosom-freie Regionen 
bzw. Regionen mit veränderten nukleosomalen Strukturen entstehen, und durch Bindung von 
transkriptionell aktiven Faktoren an diese strukturell veränderten Promotorregionen die 
Initiation der Transkription ermöglicht wird (Utley et al., 1997; Logie et al., 1999). Da die 
SWI/SNF-Komplexe selbst keine signifikante DNA-Bindeaktivität besitzen (Holstege et al., 
1998), werden sie und ihre Chromatin-remodellierende Aktivität durch die Protein-Protein-
Interaktion mit genspezifischen Aktivatoren an den Promotor rekrutiert (Neely et al., 1999; 
Kadam et al., 2000). SWI/SNF-Komplexe sind nicht nur an der Aktivierung sondern auch an 
der Repression der Transkription beteiligt. Dies zeigen Expressionsstudien SWI/SNF-
abhängiger Gene in Hefen, in denen Mutationen in einer der Untereinheiten dieser Chromatin-
remodellierenden Komplexe zu einer erhöhten Expression von ca. der Hälfte der ySWI/SNF-
abhängigen Gene führt (Holstege et al., 1998; Sudarsanam et al., 2000). Ob die ySWI/SNF-
bewirkte Repression direkt, durch die Erschaffung von transkriptionell inaktiven 
nukleosomalen Strukturen im Promotorbereich bzw. durch die Erleichterung der Bindung von 
Repressorproteinen an ihre Zielsequenzen auf der DNA oder indirekt, durch eine Beteiligung 
an der Expression der Transkription reprimierender Proteine bewirkt wird, ist noch ungeklärt. 
 
Die von mir durchgeführten transienten Expressionsstudien zur Analyse des 
Aktivierungsmechanismus des E2Ad12-Promotors zeigen erstmalig, dass die ATP-abhängigen 
Chromatin-remodellierenden hSWI/SNF-Komplexe an der Aktivierung des adenoviralen 
E2Ad12-Promotors beteiligt sind (s. Kap. 4.2). Diese Aktivierung ist nicht auf eine hSWI/SNF-
abhängige Überexpression von einigen der bekannten an der E2Ad12-Promotoraktivierung 
beteiligten Faktoren, wie z. B. CREB-1/ATF-1 oder CBP/p300 zurückzuführen (Daten nicht 
gezeigt). Meine Untersuchungen belegen zudem, dass nur hSWI/SNF-Komplexe, die BRG1 
als ATPase-Untereinheit enthalten, bei der Aktivierung des E2Ad12-Promotors mitwirken. Die 
hBRG1-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors ist spezifisch von den 
transaktivierenden Funktionen des E1A12S-Proteins abhängig, da keine Änderungen der 
Expression anderer, nicht durch E1A-Funktionen aktivierter Gene in Gegenwart der ATPase-
Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe beobachtet wurde.  
Meine Experimente belegen weiterhin, dass die Spezifität der hSWI/SNF-vermittelten 
Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch eine direkte Interaktion des E1A12S-Protein mit 
hBRG1 bewirkt wird. So konnte ich zeigen, dass die hBRG1-vermittelte Aktivierung des 
E2Ad12-Promotors von Funktionen des N-Terminus und der CR1-Domäne des E1A12S-Proteins 
abhängig ist (s. Kap. 4.3). Beide Domänen sind sowohl für die Bindung an hBRG1 in vitro 
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und in vivo, als auch für die E1A12S-vermittelte Rekrutierung von hBRG1 an den E2Ad12-
Promotor in vivo verantwortlich (s. Kap. 4.5, 4.7 und 4.11). Zudem führt eine Überexpression 
der HC- oder der ATPase-Domäne der hBRG1-Untereinheit zur Reduktion der E2Ad12-
Promotoraktivität (s. Kap. 4.6). Da beide hBRG1-Proteindomänen an das E1A12S-Protein 
binden können, verhindert deren Expression vermutlich die Interaktion des hBRG1-Wildtyp-
Proteins mit dem E1A12S-Protein. Diese Daten bestätigen, dass für die Funktion von hBRG1 
bei der Aktivierung des E2Ad12-Promotors eine Interaktion mit dem adenoviralen E1A12S-
Protein entscheidend ist.  
In hBRG1- und hBRM-defizienten Zelllinien (C33A, SW13) führt die exogene 
Expression von hBRG1 nur zu einer geringfügigen Erhöhung der E1A12S-vermittelten 
Aktivierung des E2Ad12-Promotors (s. Kap. 4.9). Allerdings konnte ich durch CHIP-Analysen 
eine verstärkte Rekrutierung von hBRG1 durch das E1A12S-Protein an den E2Ad12-Promotor in 
diesen Zelllinien in vivo beobachten (s. Kap. 4.10).  
Im Gegensatz zu hBRG1 konnte hBRM die E1A12S-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-
Promotors nicht beeinflussen. Dies korreliert mit meinen Daten aus in vivo Protein-Protein-
Interaktionsanalysen, in denen keine Interaktion des E1A12S-Proteins mit der hBRM-
Untereinheit nachgewiesen werden konnte (s. Kap. 4.7).  
Da die meisten Untereinheiten der hBRG1- oder hBRM-enthaltenden SWI/SNF-
Komplexe identisch sind, und es durch die ectopische Expression einer der Untereinheiten zur 
Assoziierung mit den anderen Komponenten und zur Bildung von funktionellen hSWI/SNF-
Komplexen kommt (Wang et al., 1996; sif et al., 2001), könnte man annehmen, dass bei einer 
ectopischen Überexpression von hBRM das Gleichgewicht zugunsten der Bildung von 
hBRM-enthaltenden SWI/SNF-Komplexe verschoben wird. Dies sollte mit einer Reduktion 
der E1A12S/endogenen-hBRG1-vermittelten E2Ad12-Promotoraktivierung einhergehen. Dass 
dies von mir jedoch nicht beobachtet wurde (s. Kap. 4.2), spricht ebenfalls für eine direkte 
Bindung des E1A12S-Proteins an hBRG1 in vivo und nicht für eine indirekte Rekrutierung des 
hSWI/SNF-Komplexes, durch die Bindung des E1A12S-Proteins an eine andere Untereinheit 
des hSWI/SNF-Komplexes. 
 
In Übereinstimmung mit meinen Ergebnissen sind auch Daten der Arbeitsgruppe von 
Walfish, die zeigen, dass für die E1A-induzierte Aktivierung Thyroid-Hormon-abhängiger 
Promotoren in Hefen die Funktion von ySWI/SNF-Komplexen entscheidend ist (Meng et al., 
2003). Obwohl bei diesen Untersuchungen keine Analysen zur Interaktion der E1A-Proteine 
mit ySWI/SNF-Komplexen durchgeführt wurden, weisen die Autoren aufgrund von E1A-
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Proteinmutanten nach, dass das N-terminale Ende der E1A-Proteine für diese Aktivierung 
essentiell ist.  
Eigene Versuche der Generierung einer Zelllinie, zur Überprüfung der funktionellen 
Interaktion des E1A12S-Proteins mit der hBRG1-Untereinheit bei der Aktivierung des E2Ad12-
Promotors auf chromosomaler Ebene, mit einem stabil integrierten adenoviralen E2Ad12-
Promotor waren aufgrund der nicht-Induzierbarkeit des E2Ad12-Promotors (durch die E1A-
Proteine oder der katalytischen PKA Cα-Untereinheit) bzw. der hohen Basalaktivität des 
E2Ad12-Promotors, nicht erfolgreich. Daher sollen weitere Zellklone, in denen der E2Ad12-
Promotor an anderen Positionen im Zellgenom integriert vorliegt, in diese Untersuchungen 
mit einbezogen werden. Untersuchungen einer anderen Arbeitsgruppe zeigen jedoch, dass die 
adenoviralen E1A-Proteine die Expression auch von in das Wirtsgenom integrierten 
hSWI/SNF-abhängigen Promotoren, wie z. B. dem MMTV-Promotor, aktivieren (Soeth 
et al., 2002). 
 
Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen haben Miller et al. (1996) berichtet, dass die 
Überexpression von E1A-Proteinen in Hefen zu einer Inhibierung der Expression einer Reihe 
ySWI/SNF-abhängiger Gene führt. Für die Expression einer Vielzahl von ySWI/SNF-
abhängigen Genen ist die funktionelle Interaktion dieser Komplexe mit yHAT-Komplexen  
(z. B. SAGA-Komplexe) von entscheidender Bedeutung (Krebs et al., 2000;  
Hassan et al., 2001). Da eine Interaktion der E1A-Proteine mit Komponenten der SAGA-
Komplexe, wie u. a. Gcn5 und Tra1 gezeigt wurde (Kulesza et al., 2002; Shuen et al., 2002), 
könnte die E1A-bewirkte Repression der ySWI/SNF-abhängigen Hefegene indirekt, durch die 
Störung der Funktion der SAGA-Komplexe verursacht werden. 
Trotz dieser Möglichkeit ist sowohl in Hefen, als auch in humanen Zellen, eine durch 
die E1A-bewirkte Inhibierung der Funktion der SWI/SNF-Komplexe, in Abhängigkeit des 
Promotors und der an dessen Regulation beteiligten Faktoren, durchaus vorstellbar. Wie es 
bei den Chromatin-modifizierenden Faktoren, z. B. CBP/p300 und PCAF gezeigt wurde, kann 
eine direkte Interaktion der E1A-Proteine mit diesen Faktoren deren Funktionen sowohl 
positiv, als auch negativ beeinflussen (Yang et al., 1996; Reid et al., 1998; Ait-Si-Ali et al., 
1998; Hamamori et al., 1999). Dies ist vermutlich abhängig von weiteren, noch unbekannten 
Faktoren in Promotorkontext der entsprechenden Gene.  
Die Modulation der Funktion der Chromatin-remodellierenden Faktoren spielt im 
Verlauf der adenoviralen Infektion und des Transformationsprozesses, durch Repression von 
Genen, die an der Kontrolle des G1-Arrestes und der Differenzierung beteiligt sind  
                                                                                                                                 5. 
Diskussion.doc 
 83
(z. B. MyoD), sowie durch Aktivierung von Genen, die für die Progression des Zellzyklus 
erforderlich sind (z. B. E2F; Dyson, 1998) eine essentielle Rolle. Obwohl die hierfür 
verantwortlichen Mechanismen noch nicht geklärt sind, ist es naheliegend anzunehmen, dass 
auch eine direkte Interaktion der E1A-Proteine mit den hSWI/SNF-Komplexen und die 
mögliche Modulation deren Funktionen, für die E1A-regulierten zellulären Prozesse, von 
entscheidender Bedeutung ist (s. Abb. 21).  
 
 
Abb. 21 Putative Mechanismen der E1A-bewirkten Modulation der Genexpression durch die 
Interaktion mit den hSWI/SNF-Komplexen. Durch die Interaktion der E1A-Proteine mit ATP-abhängigen 
Chromatin-remodellierenden hSWI/SNF-Komplexen kann die Genexpression sowohl positiv als auch negativ 
beeinflusst werden. Solche Modulationen können im Verlauf der adenoviralen Infektion und des 
Transformationsprozesses, durch Repression der Gene, die an der Kontrolle des G1-Arrestes und der 
Differenzierung beteiligt sind, sowie durch Aktivierung der Gene, die für die Progression des Zellzyklus 
erforderlich sind, eine essentielle Rolle spielen. 
 
5.3 Der hSWI/SNF-abhängige Aktivierungsmechanismus des E2Ad12-
Promotors  
Anhand meiner Untersuchungen zur PKA-vermittelten Aktivierung des E2Ad12-Promotors 
wurde der erste Beweis für die Beteiligung der hSWI/SNF-Komplexe an der Aktivierung 
CREB-abhängiger Gene durch den cAMP/PKA-abhängigen Signalweg erbracht (s. Kap. 4.8). 
Die Überexpression der katalytischen Untereinheit der PKA bewirkt eine verstärkte 
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Assoziierung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor (s. Kap. 4.10), welche mit einer stark 
erhöhten PKA/hBRG1-vermittelten Aktivierung des E2Ad12-Promotors gut korreliert. 
Weiterhin verdeutlichen die Ergebnisse aus CHIP-Analysen mit der E2Ad12∆CRE-
Promotormutante, dass die Assoziierung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor durch den 
cAMP-abhängigen Signalweg induziert wird (s. Kap. 4.10). Obwohl in hBRG1- und hBRM-
defizienten Zelllinien auch hBRM zur PKA-abhängigen Aktivierung des E2Ad12-Promotors in 
der Lage ist (s. Kap. 4.9), kann die Funktion von hBRG1 bei der Aktivierung des E2Ad12-
Promotors in KB-Zellen durch hBRM nicht ersetzt werden (s. Kap. 4.8). Diese Daten belegen 
eindeutig, dass hSWI/SNF-Komplexe an der Aktivierung CREB-abhängiger Gene beteiligt 
sind.  
 
Aus meinen Untersuchungen geht ebenfalls hervor, dass für die Aktivierung des E2Ad12-
Promotors sowohl die Chromatin-remodellierende Funktion der hSWI/SNF-Komplexe, als 
auch die Aktivität der Histonacetyltransferasen (CBP/p300) benötigt wird. Diese 
Beobachtung steht in Einklang mit Ergebnissen einer Reihe von Expressionsstudien mit 
SWI/SNF-abhängigen Genen, welche die Beteiligung von Chromatin-modifizierenden 
Faktoren an der Aktivierung dieser Gene zeigen. So wurde beispielsweise in Hefezellen 
gezeigt, dass obwohl die Inaktivierung beider Chromatin-remodellierenden Komplexe 
(SWI/SNF, HATs) für die Zellen letal ist, Mutationen in einem dieser Komplexe nur zu einer 
verminderten Expression dieser Gene führt (Pollard und Peterson, 1997; Roberts und 
Winston, 1997). Anscheinend können die Funktionen einer der Chromatin-remodellierenden 
Komplexe zum Teil durch Funktionen der anderen Komplexe ersetzt werden. 
 
Untersuchungen zu den Rekrutierungsmechanismen der SWI/SNF- und HAT-
Komplexe in Hefen und humanen Zellen belegen, dass die Aktivität dieser Komplexe durch 
die Interaktion mit Aktivatoren an den jeweiligen Promotor rekrutiert wird (Utley et al., 1998; 
Natarajan et al., 1999; Yudkovky et al., 1999; Krebs et al., 2000). Hierbei kann jedoch kein 
allgemein gültiger Mechanismus für die Rekrutierungen dieser Chromatin-remodellierenden 
Komplexe beobachtet werden. Vielmehr lassen diese Untersuchungen vermuten, dass die 
Rekrutierung der Chromatin-remodellierenden Komplexe, abhängig vom jeweiligen Promotor 
spezifisch erfolgt. Die Aktivator-abhängige Rekrutierung der beiden Chromatin-
remodellierenden Komplexe kann unabhängig voneinander (z. B. im Falle des Hefe HIS3-
Promotors; Syntichaki et al., 2000), oder in Abhängigkeit von der Funktion des jeweils 
anderen Chromatin-remodellierenden Komplexes erfolgen. Bekannte Beispiele für den 
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letzteren Fall sind der HO- (Cosma et al., 1999; Krebs et al., 1999) bzw. IFN-β-Promotor 
(Agalioti et al., 2000). Bei der Aktivierung beider Promotoren ist die Funktion einer dieser 
Chromatin-remodellierenden Komplexe für die anschließende Rekrutierung des anderen 
Komplexes notwendig. Während bei der HO-Promotoraktivierung die Funktion der 
ySWI/SNF-Komplexe für die Rekrutierung des SAGA HAT-Komplexes erforderlich ist, sind 
die Funktionen der HAT-Komplexe hGCN5 und CBP/p300 für die Rekrutierung der 
hSWI/SNF-Komplexe an den IFN-β-Promotor eine Voraussetzung.  
 
Meine Daten belegen, dass es bei der Aktivierung des CREB-abhängigen E2Ad12-
Promotors zu einer E1A12S- und/oder PKA-abhängigen Assoziierung von hBRG1 an den 
E2Ad12-Promotor kommt (s. Abb. 22 und Kap. 4.10). Die Untersuchungen haben weiterhin 
gezeigt, dass bei der Aktivierung des E2Ad12-Promotors eine Abhängigkeit zwischen den 
Funktionen der hSWI/SNF-Komplexe und den der zellulären CBP/p300-
Histonacetyltransferasen besteht. Die Überexpression von Histondeacetylase-1 (HDAC1) in 
transienten Expressionsanalysen führte zu einer starken Repression der hBRG1-vermittelten 
E2Ad12-Promotoraktivierung (s. Kap. 4.11). Entscheidend hierbei war, dass die HDAC1-
vermittelte Repression des E2Ad12-Promotors durch eine Überexpression von hBRG1 nicht 
beeinflusst werden konnte. Diese Daten sprechen dafür, dass die Acetylierung von 
Histonproteinen durch die Koaktivatoren CBP/p300 eine Voraussetzung für die hSWI/SNF-
vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors ist. 
 
Für die Repression der hBRG1-vermittelten Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch 
Histonacetylase-1 gäbe es eine Reihe von möglichen Erklärungen: zum Beispiel könnte  
die Acetylierung von Histonen entweder (a) die Aktivität von hBRG1 stimulieren oder  
(b) eine Voraussetzung für die Rekrutierung des hBRG1-SWI/SNF-Komplexes an den 
Promotor sein. Es wäre auch denkbar, dass (c) die Acetylierung von hBRG1 selbst für die 
Aktivierung der ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden Funktion des Proteins von 
Bedeutung ist.  
Da bereits durch Huang und Mitarbeiter gezeigt wurde, dass die Chromatin-
remodellierende Aktivität des hBRG1-Proteins durch acetylierte Histonproteine nicht 
induziert bzw. verändert wird (Huang et al., 2003), kann dieser Mechanismus zur Modulation 
der hBRG1-Funktion weitgehend ausgeschlossen werden. 
Eine Reihe von eigenen Daten sprechen dafür, dass die Acetylierung von 
Histonproteinen für die Rekrutierung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor essentiell ist. Zum 
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einen konnte die Überexpression der Bromodomäne des hBRG1-Proteins in „squelching-
type“-Studien die E1A12S/hBRG1-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors weitgehend 
inhibieren (s. Kap. 4.6). Die Bromodomäne, die mit hoher Affinität an acetylierte 
Histonproteine bindet, kommt in einer Vielzahl von an der Transkriptionsregulation 
beteiligten Proteinen vor (Owen et al., 2000; Denis, 2001). Da in Protein-Protein-
Interaktionsanalysen keine Interaktion zwischen der Bromodomäne der hBRG1-Untereinheit 
und dem E1A12S-Protein beobachtet wurde (s. Kap. 4.5), wurde angenommen, dass die 
überexprimierte Bromodomäne von hBRG1 mit dem hBRG1-Wildtyp-Protein um die 
Bindung an acetylierte Histone kompetiert. Zum anderen wurde die Vermutung, dass die 
acetylierten Histonproteine als Bindestellen zur Assoziierung von hBRG1 an den  
E2Ad12-Promotor beitragen, durch die Ergebnisse der Chromatin-Immunpräzipitationen 
bestätigt (s. Kap. 4.12). In diesen Untersuchungen konnte ich zeigen, dass die 
Histondeacetylase-1 (HDAC1) und Roscovitine die Assoziierung von hBRG1 an den E2Ad12-
Promotor in vivo weitgehend inhibieren und dass zumindest die Acetylierung von mit dem 
E2Ad12-Promotor assoziierten Histon H4 für die Rekrutierung bzw. die Stabilisierung von 
hBRG1 an den E2Ad12-Promotor entscheidend ist. Diese Ergebnisse werden auch von anderen 
Arbeitsgruppen bestätigt, welche die Bedeutung der Histonacetylierungen bei der 
Stabilisierung der Bindung von hSWI/SNF-Komplexen an den Promotor gezeigt haben 
(Agalioti et al., 2002; Hassan et al., 2002). In diesen Studien wurde die Lysinacetylierung von 
Histon H4 an der Aminosäureposition 8 als entscheidend für die Assoziierung von hBRG1 an 
den Promotor identifiziert.  
Zahlreiche Fakten sprechen dafür, dass die Rekrutierung der SWI/SNF-Komplexen an 
den Promotor nicht allein von der Acetylierung der Histonproteine, sondern zusätzlich von 
einer Interaktion dieser Komplexe mit weiteren, Promotor spezifischen 
Transkriptionsfaktoren abhängig ist. Zum Beispiel sind in Hefezellen die SWI/SNF-
Komplexe nur an der Regulation von ca. 7% der Genen beteiligt (Holstege et al., 1998). Die 
Regulation zahlreicher weiterer Hefe-Gene wird nur durch die Funktion von yHATs reguliert. 
Sollte die Histonacetylierung allein die Rekrutierung von ySWI/SNF-Komplexen an den 
Promotor bewirken, könnte auch die Beteiligung der ySWI/SNF-Komplexe an der Regulation 
dieser Gene erwartet werden. Zudem sind nur 100 bis 200 Kopien der SWI/SNF-Komplexe 
im Kern der Hefezellen vorhanden (Côté et al., 1994). Diese Fakten lassen zusätzlich die 
Existenz Promotor-spezifischer Faktoren zur Rekrutierung von ySWI/SNF-Komplexen 
vermuten. In Übereinstimmung hiermit berichten Huang und Mitarbeiter (2003), dass die 
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Acetylierungen von Histonproteinen allein nicht für die Rekrutierung der hSWI/SNF-
Komplexe an den Promotor ausreichend ist. 
 
Meine Ergebnisse belegen, dass im Falle des adenoviralen E2Ad12-Promotors eine 
direkte Interaktion des E1A12S-Onkoproteins mit der BRG1-Untereinheit der hSWI/SNF-
Komplexe für die spezifische Rekrutierung dieser Komplexe entscheidend ist. Das E1A12S-
Protein wird durch Bindung an den zellulären Trankriptionsfaktoren CREB-1/ATF-1 an den 
E2Ad12-Promotor rekrutiert und ist für die Rekrutierung des BRG1-SWI/SNF-Komplexes an 
den Promotor und vermutlich für die Stabilisierung am Promotor verantwortlich. Hierfür 
sprechen die Daten, dass Proteinmutanten mit Deletions im N-Terminus bzw. der  
CR1-Domäne des E1A12S-Proteins das hBRG1-Protein nicht mehr binden und den BRG1-
enthaltenden hSWI/SNF-Komplex effizient an den E2Ad12-Promotor rekrutieren können.  
(s. Kap. 4.4, 4.5, 4.7 und 4.10). Die entscheidende Rolle dieser Domänen des E1A12S-Protein 
bei der kooperativen Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch hBRG1 wurde in den 
transienten Expressionsstudien eindeutig demonstriert (s. Kap. 4.3). Auch Studien anderer 
Arbeitsgruppen mit unterschiedlichen Promotorsystemen zeigen, dass die Interaktion mit 
Promotor-spezifischen Transkriptionsfaktoren für eine Rekrutierung und stabile Bindung von 
SWI/SNF-Komplexen an den jeweiligen Promotor entscheidend ist (Natarajan et al., 1999; 
Yudkovky et al., 1999; Neely et al., 1999) 
 
Obwohl in meinen Analysen eine Interaktion von hBRG1 mit zellulären Faktoren, wie  
z. B. CREB-1/ATF-1 oder CBP/p300 nicht nachgewiesen werden konnte (Daten nicht 
gezeigt), ist bei der Aktivierung des E2Ad12-Promotors eine weitere Interaktion von hBRG1 
bzw. anderen Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe mit den am E2Ad12-Promotor 
gebundenen zellulären Transkriptionsfaktoren durchaus vorstellbar. Hierfür spricht, dass 
hBRG1, wie ich zeigen konnte, auch in Abwesenheit von E1A-Proteinen über den 
cAMP/PKA-Signaltransduktionsweg entscheidend zu der Aktivierung des E2Ad12-Promotors 
beiträgt (s. Kap. 4.8). Hierbei wurde die PKA-induzierte Assoziierung von hBRG1 an den 
E2Ad12-Promotor nachgewiesen (s. Kap. 4.10). Da bereits u. a. durch die Arbeiten unserer 
Arbeitsgruppe bekannt ist, dass die durch die katalytische Untereinheit der PKA vermittelte 
Serinphosphorylierung von CREB-1/ATF-1 die Rekrutierung der zellulären Koaktivatoren 
CBP/p300 an den E2Ad12-Promotor ermöglicht wird, wäre es auch denkbar, dass 
phosphoryliertes CREB-1/ATF-1 und/oder CBP/P300 an der Rekrutierung von hBRG1 an 
den Promotor beteiligt sein könnte. 
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Trotz dieser Möglichkeiten zeigen meine Experimente, dass das E1A12S-Protein als 
hochaffine Bindestelle zur Rekrutierung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor beiträgt. Durch 
gleichzeitige Interaktionen von hBRG1 mit anderen an den E2Ad12-Promotor gebundenen 
Faktoren könnte die Assoziierung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor zusätzlich stabilisiert 
werden (s. Abb. 22).  
 
 
Abb. 22 Hypothetisches Modell der Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein. Die 
Aktivierung des E2Ad12-Promotors wird durch die cAMP-abhängigen Transkriptionsfaktoren CREB-1/ATF-1 
(hier zusammenfassend als CREB dargestellt) vermittelt. Im Verlauf der Aktivierung des viralen Promotors 
kommt es durch das adenovirale E1A12S-Protein zur Bildung eines Multifaktorkomplexes bestehend aus CREB, 
E1A12S-Protein und den Chromatin-modifizierenden Faktoren CBP/p300 auf dem E2-CRE. Die durch 
CBP/p300-vermittelte Acetylierung von mit dem Promotor assoziierten Histonproteinen, sowie die Interaktion 
des E1A12S-Proteins mit hBRG1 ist für die anschließende Rekrutierung der hSWI/SNF-Komplexe esentiell. Die 
Chromatin-remodellierende Aktivität der hBRG1-Untereinheit trägt, möglicherweise durch die Erleichterung der 
Bindung des RNA-Polymerase-II-Holoenzyms an die TATA-Sequenz, entscheidend zur Aktivierung des E2Ad12-
Promotors bei.  
 
Nicht auszuschließen ist die Möglichkeit, dass die Interaktion des E1A12S-Proteins mit 
hBRG1 auch für die Aktivierung der ATPase-Aktivität der hBRG1-Untereinheit von 
Bedeutung ist. Wie in unserem Labor und durch andere Arbeitsgruppen bereits gezeigt wurde, 
wird die HAT-Funktion der zellulären Koaktivatoren CBP/p300 durch die Interaktion mit 
E1A-Proteinen aktiviert (Fax et al., 2000, Bannister und Kouzarides, 1996; Ait-Si-Ali et al., 
1998). Ob eine direkte Interaktion des E1A12S-Proteins mit der hBRG1-Untereinheit die 
ATPase-Aktivität von hBRG1 stimuliert, ist zur Zeit noch nicht geklärt. Die Klärung dieser 
Frage ist Ziel meinen gegenwärtigen Untersuchungen. 
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Die Modulation des cAMP/PKA-abhängigen Signalweges ist für die E1A-vermittelte 
Regulation viraler, wie auch zellulärer Gene, von entscheidender Bedeutung (Jones et al., 
1998). Fax et al. (2001) haben gezeigt, dass es durch die Bindung des E1A12S-Proteins an die 
regulatorische Untereinheit RIIα des PKA-Holoenzyms zu einer Translokation dieser 
Untereinheit in den Zellkern kommt. Die gleichzeitige Expression von dem E1A12S-Protein 
und der RIIα-Untereinheit führte zu einer starken Aktivierung des E2Ad12-Promotors. Hierbei 
gehen wir gegenwärtig von einer Rekrutierung der RIIα-Untereinheit durch das E1A12S-
Protein an den E2Ad12-Promotor aus, welche dann als ein Adapter für die katalytische 
Untereinheit im Zellkern dient. Die durch die katalytische Untereinheit induzierte 
Phosphorylierung von CREB-1/ATF-1, sowie die Phosphorylierung der zellulären Kofaktoren 
CBP/p300, ist für die Aktivierung CREB-abhängiger Gene essentiell (Mayr und Montminy, 
2001). Neben der Phosphorylierung dieser Faktoren besteht die Möglichkeit, dass hBRG1 
bzw. Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe im Aktivierungsprozess des E2Ad12-Promotors 
als potentielles Substrat der katalytische Untereinheit der PKA dienen. Eigene noch 
vorläufige Untersuchungen weisen auf eine Acetylierung der hBRG1-Untereinheit in vivo hin 
(Daten nicht gezeigt). Inwieweit bzw. ob solche post-translationalen Modifikationen für die 
Regulation der Chromatin-remodellierenden Aktivität der hSWI/SNF-Komplexe im 
Aktivierungsprozess des E2Ad12-Promotors von Bedeutung sind und welche Rolle hierbei dem 
adenoviralen E1A12S-Protein zukommt, muss noch geklärt werden.  
 
Für den Mechanismus der Aktivierung der Genexpression durch die Rekrutierung von 
ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden SWI/SNF-Komplexen sind bisher drei 
Modelle vorgeschlagen worden. Im sog. „Catalytic Model“ (Owen-Hughes et al., 1996; Logie 
und Peterson, 1997) wird von unspezifischen und zufälligen Änderungen der chromosomalen 
DNA durch diese Komplexe ausgegangen, welche dann durch die Anwesenheit von 
Aktivatoren stabilisiert werden.  
In einem weiteren Modell, dem sog. „Holoenzyme Model“, wird eine generelle 
Rekrutierung der SWI/SNF-Komplexe durch das RNA-Polymerase-II-Holoenzym 
vorgeschlagen (Cho et al., 1998; Neish et al., 1998). Wie in meinen Untersuchungen, konnte 
in zahlreichen weiteren Studien die Assoziierung von BRG1 mit dem RNA-Polymerase-II-
Holoenzym jedoch nicht nachgewiesen werden (Myers et al., 1998; Natarajan et al., 1999; 
Yudkovky et al., 1999).  
Aktuell wird von einer promotorspezifischen Rekrutierung der SWI/SNF-Komplexe 
durch die direkte Interaktion mit transkriptionellen Aktivatoren ausgegangen (sog. „Activator 
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Model“; Cosma et al., 1999; Neely et al., 1999). Dieses Modell wird auch durch die 
Ergebnisse meiner Experimente unterstützt.  
 
Die hier präsentierten Ergebnisse geben neue Einblicke in die molekularen 
Mechanismen, wie adenovirale E1A-Proteine in der Regulation der Genexpression eingreifen. 
Wie die HAT-Komplexe, stellen auch die ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden 
hSWI/SNF-Komplexe zelluläre Zielproteine der E1A-Proteine dar. Die Bindung an die 
hSWI/SNF-Komplexe ermöglicht den E1A-Proteinen die Expression viraler Gene im 
Replikationszyklus des Adenovirus zu aktivieren. Die ATP-abhängige Chromatin-
remodellierende Funktion der BRG1-Untereinheit der hSWI/SNF-Komplexe würde die 
nukleosomale Struktur im Promotorbereich destabilisieren und dadurch eine verbesserte 
Zugänglichkeit des Promotors für den generellen Transkriptionsapparat, bzw. anderer 
regulatorischer Proteine, ermöglichen. Hierdurch wird eine effiziente Expression der 
adenoviralen Gene gewährleistet. Durch die Interaktion der E1A-Proteine mit hSWI/SNF-
Komplexen stehen den adenoviralen Proteinen zudem möglicherweise bisher unbekannte 
Mechanismen, zur Modulation der zellulären Regulationsprozesse in infizierten und/oder 
transformierten Zellen, zur Verfügung. Es ist davon auszugehen, dass durch die Interaktion 
der E1A-Proteine mit hSWI/SNF-Komplexen die Expression einzelner Gene, in Abhängigkeit 
von an der Regulation des Promotors beteiligten Faktoren, sowohl positiv als auch negativ 
beeinflusst wird.  
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6.  Zusammenfassung  
Als Transkriptionsfaktoren sind die E1A-Proteine im Verlauf des lytischen 
Entwicklungszyklus u. a. für die Aktivierung der Expression aller anderen adenoviralen Gene 
essentiell. Da die virale DNA nach dem Eintritt in den Zellkern in Chromatin-ähnlichen 
Strukturen verpackt wird, ist die Interaktion der E1A-Proteine mit Chromatin-
remodellierenden Faktoren, für die Aktivierung der Expression der viralen Gene, von 
entscheidender Bedeutung. 
In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig eine Interaktion der E1A-Proteine mit den 
ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden hSWI/SNF-Komplexen nachgewiesen und 
somit die hSWI/SNF-Komplexe als neue zelluläre Zielproteine der adenoviralen  
E1A-Proteine identifiziert. Meine Untersuchungen zeigen, dass durch die Bindung der 
hSWI/SNF-Komplexe an die E1A-Proteine die Expression viraler Gene aktiviert wird.  
Die Interaktion der E1A-Proteine mit hSWI/SNF-Komplexen erfolgt spezifisch an die 
ATPase-Untereinheit BRG1 der hSWI/SNF-Komplexe. Eine Interaktion der ATPase-
Untereinheit hBRM mit E1A-Proteine wurde nicht nachgewiesen. Protein-Protein-
Interaktionsstudien belegen, dass das E1A12S-Protein an hBRG1 in vitro und in vivo bindet. 
Als die für diese Bindung verantwortlichen Proteindomänen wurden der N-Terminus und die 
CR1-Domäne des E1A12S-Proteins, sowie HC- und ATPase-Domäne der hBRG1-Untereinheit 
identifiziert. In Übereinstimmung mit diesen Daten zeigen Expressionsanalysen des 
adenoviralen E2Ad12-Promotors, dass nur die hRRG1-Untereinheit, und nicht hBRM, zu der 
E1A12S-induzierten Aktivierung des E2Ad12-Promotors entscheidend beiträgt. 
Expressionsstudien mit hBRG1- bzw. E1A12S-Proteinmutanten zeigen, dass der Interaktion 
dieser Proteine im Aktivierungsprozess des E2Ad12-Promotors eine essentielle Rolle zukommt. 
Ausgehend von diesen Studien konnte in Chromatin-Immunpräzipitationsanalysen die 
E1A12S-abhängige Assoziierung der hBRG1-Untereinheit an den E2Ad12-Promotor in vivo 
nachgewiesen werden. Diese Bindung wird durch die Deletion des N-Terminus und der CR1-
Domäne des viralen Proteins weitgehend inhibiert.  
Analysen bezüglich des Aktivierungsmechanismus des E2Ad12-Promotors, über die 
ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden hSWI/SNF-Komplexe zeigen, dass ein 
Zusammenhang zwischen Histonacetylierung und der Beteiligung der hSWI/SNF-Komplexe 
an der Aktivierung des E2Ad12-Promotors besteht. Die hBRG1-vermittelte Aktivierung des 
E2Ad12-Promotors wird durch die Funktion der Histondeacetylase-1 stark inhibiert. Weiterhin 
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wurde von mir gezeigt, dass zumindest die Acetylierung von mit dem E2Ad12-Promotor 
assoziierten Histon H4 für die Assoziierung der hBRG1-Untereinheit an den viralen Promotor 
notwendig ist. Zusammenfassend verdeutlichen meine Ergebnisse, dass zur Destabilisierung 
der transkriptionell repressiv wirkenden nukleosomalen Struktur im E2Ad12-Promotorbereich, 
sowohl die ATP-abhängige Chromatin-remodellierende Aktivität der hSWI/SNF-Komplexe, 
als auch die HAT-Aktivität der zellulären Kofaktoren CBP/p300 benötigt werden. Im 
Aktivierungsprozess des E2Ad12-Promotors wird die Rekrutierung dieser Chromatin-
modifizierenden und Chromatin-remodellierenden Faktoren durch das virale Protein effizient 
koordiniert und reguliert.  
Anhand meiner Untersuchungen konnte zudem der erste Beweis für eine Beteiligung 
der hSWI/SNF-Komplexe an der Aktivierung CREB-abhängiger Gene durch den 
cAMP/PKA-abhängigen Signalweg erbracht werden.  
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